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1 Einleitung 
1.1 Ovarialtumoren 
1.1.1 Epidemiologie 
Das Ovarialkarzinom ist die am häufigsten zum Tode führende Tumorentität der 
weiblichen Geschlechtsorgane und mit anderen Tumorerkrankungen des Ovars 
die fünft-häufigste Krebserkrankung der Frau in Deutschland, nach Brust-, Darm-
, Lungen- und Gebärmutterkörperkrebs (Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2007; 
Remmele 1997). Jährlich erkranken ca. 9.960 Frauen an Ovarialtumoren, die 
4,9% der bösartigen Neubildungen der Frau ausmachen (Robert Koch Institut 
und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 
2010). Im Jahr 2010 starben allein in der Bundesrepublik Deutschland 5.599 
Patientinnen an bösartigen Neubildungen des Ovars (Statistisches Bundesamt 
2010). Aufgrund nicht ausreichender Screeningverfahren und des zunächst 
symptomarmen Verlaufs der Erkrankung, werden bösartige Ovarialtumoren 
oftmals in einem bereits fortgeschrittenem Tumorstadium diagnostiziert. Bei 
etwa 30% der Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom ist die Erkrankung zum 
Zeitpunkt der Diagnosestellung noch auf das kleine Becken begrenzt (FIGO-
Stadium I und II; s. Tab. 1). In ca. 75% der Fälle wird ein Ovarialkarzinom erst 
im FIGO-Stadium III oder IV diagnostiziert, wenn es meist nur noch palliativ 
behandelbar ist. Die 5-Jahres-Überlebensrate für Patientinnen mit 
Ovarialkarzinom liegt derzeit bei 47%, was eine leichte Verbesserung gegenüber 
den vergangenen Jahren darstellt. Der wichtigste prognostische Faktor ist das 
FIGO-Stadium der Patientin zum Diagnosezeitpunkt. Das mittlere 
Erkrankungsalter liegt derzeit bei 68 Jahren. (Robert Koch Institut und die 
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2010). 
Die Ovarialtumoren lassen sich in drei histopathologische Tumorkategorien 
einteilen, welche sich in Ätiologie, Biologie und Klinik unterscheiden: (1) 
Oberflächenepithel-Stroma Tumoren, (2) Keimstrang-Stroma Tumoren und (3) 
Keimzelltumoren. Die epithelial-stromalen Oberflächentumoren (1) machen ca. 
zwei Drittel der Ovarialtumoren überhaupt und 90% der bösartigen 
Ovarialneoplasien in der westlichen Welt aus (Prat 2009).  
Auf Borderlinetumoren, welche histomorphologisch zwischen den eindeutig 
benignen und malignen Tumorformen stehen, entfallen 15-20% der 
Oberflächenepithel-Stromatumoren (Faluyi 2010; Remmele 1997). Die 
Patientinnen sind zum Zeitpunkt der Diagnose im Durchschnitt 35-45 Jahre alt. 
Ovarialtumoren vom Borderline-Typ werden meist in einem frühen Tumorstadium 
festgestellt, 68-70% der Patientinnen werden im FIGO-Stadium I diagnostiziert, 
im Stadium IV sind es weniger als 1% (Hart 2005, Prat 2009). In ca. einem 
Drittel der Fälle tritt ein Borderlinetumor in beiden Ovarien auf. Im Vergleich zu 
den Karzinomen, besteht für ovarielle Borderlinetumoren in jedem Stadium eine 
wesentlich bessere Prognose. Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt im FIGO-Stadium 
I bis IIIB zwischen 88 und 95% und Stadium IIIC und IV bei 60% (Prat 2009). 
Die folgenden Abbildungen zeigen Ovarialtumoren vom Borderlinetyp. 
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Histogenetisch stammen die Epithelien des Ovars, der Tube, des Uterus und der 
Zervix vom Zölomepithel des paramesonephrischen Ganges ab. Es wird 
angenommen, dass die zytologischen Differenzierungen (serös, muzinös, 
endometrioid, klarzellig oder transitionalzellig) der epithelial-stromalen 
Ovarialtumoren durch Mutationen des pluripotenten Zölomepithels (sog. 
Transmutabilität) zustande kommen (Remmele 1997). Der seröse, muzinöse und 
endometriode Differenzierungstyp sind hierbei die drei häufigsten 
Differenzierungen (Diebold 1998). 
 
  
   
 
 
a) Normales             b) Zystadenom        c) Borderlinetumor   d) Karzinom 
Oberflächenepithel 
Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Entstehung von Ovarialtumoren 
     Modifiziert nach Riede und Schäfer (Riede 2004) 
 
Die Ätiologie der epithelial-stromalen Ovarialtumoren ist weitgehend unklar. Das 
Erkrankungsrisiko scheint mit langjährigen hormonellen Einflüssen in Verbindung 
zu stehen. So wirken sich eine frühe erste Regelblutung und ein spätes Einsetzen 
der Wechseljahre ungünstig aus. Auch eine Hormonersatztherapie erhöht 
unabhängig von Art und Dauer das Risiko an einem Ovarialtumor zu erkranken. 
Offenbar spielt die Anzahl der Ovulationen ebenfalls eine Rolle, da das durch den 
Eisprung geschädigte ovarielle Deckepithel durch die dazugehörige Wundheilung 
dem Risiko einer erhöhten Spontanmutationsrate ausgesetzt ist. Eventuell führt 
dies auch zu Einschlüssen des Deckepithels in das darunter liegende Stroma, den 
sog. Inklusionszysten, welche wiederum Ausgangspunkt für Tumoren sein 
können. Dagegen wirken sich ovulationshemmende Faktoren, wie die Einnahme 
oraler Kontrazeptiva, Schwangerschaft und Stillzeit risikoverringernd aus (Robert 
Koch Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in 
Deutschland e.V. 2010; James V. Lacey Jr., 2009). 
Ein geringer Anteil der ovariellen Neoplasien, etwa 10% der Ovarialkarzinome, ist 
genetisch bedingt. Charakteristisch hierfür ist ein gehäuftes Auftreten innerhalb 
der Familie, meist assoziiert mit erblichem Brust- und Eierstockkrebs und einer 
nachweisbaren Keimbahnmutation in einem der verantwortlichen Gene, z.B. 
BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, oder TP53 (Interdisziplinäre S2k-Leitlinie 2007). 
Bei familiärer Belastung besteht eine zwanzigmal höhere Wahrscheinlichkeit für 
Verwandte ersten Grades, sprich Töchter oder Schwestern der Erkrankten, selbst 
Ovar 
a b c Müller-
Epithel 
d 
Inklusionzysten 
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einen Ovarialtumor zu entwickeln (Robert Koch Institut und die Gesellschaft der 
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2010; Interdisziplinäre S2k-
Leitlinie 2007;Tavassoli, Devilee 2003; Remmele 1997). 
In den vergangenen Jahren mehrten sich die Aussagen, dass die häufigen 
serösen und muzinösen Subtypen der Ovarialkarzinome zumindest zu einem Teil 
aus Borderlinetumoren entstehen. Somit ließe sich, in Analogie z.B. zu Tumoren 
des Dickdarmes, eine „Adenom-Borderline-Karzinom-Sequenz“ postulieren 
(Kurman 2010; Vang 2009; Dehari 2007; Shih 2005; Singer 2005; Russel 2004; 
Ho et al. 2004; Sieben 2004; Gemignani 2003; Singer 2002). 
Der Entstehungsweg der extraovariellen Implantate, welche vor allem häufig bei 
serösen Borderlinetumoren vorkommen, ist unklar. Es wird diskutiert ob diese 
extraovariellen Läsionen „metastasenartig“ als Implantate des ovariellen 
Borderlinetumors, oder unabhängig und eigenständig aufgrund multifaktorieller 
Genese, im Peritoneum entstehen. 
Man geht davon aus, dass das extraovarielle Mesothel des Peritoneums das 
Potential für die Genese von epithelialen Läsionen (z.B. Endosalpingiose) besitzt 
(Prat 2009; Remmele 1997). So wurde in einigen Studien postuliert, dass die 
peritonealen Implantate im Zusammenhang mit Borderlinetumoren, eher 
unabhängige Herde einer primären peritonealen Neoplasie sind als wirkliche 
Implantate (Lu et al. 1998; Gu et al. 2001; Smith Sehdev 2003). 
Andere Studien stützen dagegen die Theorie der Implantation, im Sinne der 
„matastasenartigen“ Entstehung der Implantate (Sieben 2006; Krishnamurti 
2004; Sieben 2003; Alvarez 2001; Moore 2000; Zanotti 1999). Diese basiert auf 
der Tatsache, dass zwei Drittel der exophytisch wachsenden Borderlinetumoren 
mit Implantaten assoziiert sind, im Gegensatz zu weniger als 5% bei 
Borderlinetumoren mit endophytischem Wachstum (Segal 1992). 
Ebenso wird aber auch eine Koexistenz der beiden oben genannten 
Entstehungswege zur Genese der Implantate nicht ausgeschlossen (Diebold 
2003). 
1.2 Histologische Klassifikation und Stadieneinteilung 
Innerhalb der Ovarialtumoren gibt es mehrere histologische Gruppen. Diese 
werden nach dem Ursprung der abnorm proliferierenden Zelle in drei große 
Untergruppen eingeteilt. Die epithelial-stromalen Oberflächentumoren umfassen 
die serösen, muzinösen, endometrioiden, Klarzell-, Transitionalzell-, squamösen, 
epithelialen Mischtypen und undifferenzierten Tumoren sowie unklassifizierte 
Tumoren. Davon grenzt man die Gruppe der Keimstrang-Stroma-Tumoren ab, in 
welcher sich die Granulosazelltumoren, die Sertolizelltumoren, Keimstrang-
Stroma-Tumoren vom Misch- oder unklassifizierten Zelltyp und die 
Steroidzelltumoren befinden. Die dritte Untergruppe umfasst die 
Keimzelltumoren. 
In der Gruppe der epithelial-stromalen Ovarialtumoren unterscheidet man zudem 
zwischen eindeutig benignen, eindeutig malignen und borderline Varianten. 
Besonders aus klinischer Sicht ist diese Unterteilung der Tumoren wichtig, da 
dies generell für die Prognose von Bedeutung ist. 
Einleitung 
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Borderlinetumoren wurden früher auch als Tumoren mit niedriger maligner 
Potenz oder LMP (low malignant potential) -Tumoren bezeichnet. Rein 
histologisch nehmen sie eine Stellung zwischen den gutartigen Zystadenomen 
und den bösartigen Karzinomen ein (s. Abb. 1.4). 
Meist zeigt sich bei Borderlinetumoren eine stärkere epitheliale Proliferation, als 
dies in benignen Tumoren beobachtet wird. In keinem Fall ist aber eine 
destruktive Invasion des Stromas oder ein konfluiertes Wachstum nachzuweisen. 
Trotz der fehlenden Invasivität innerhalb des Ovars sind Borderlinetumoren, v.a. 
vom serösen Typ, häufig mit peritonealen Implantaten vergesellschaftet (Prat 
2009). 
Weiterhin unterscheidet man histologisch bei den Implantaten non-invasive und 
invasive, wobei man erstere in den desmoplastischen und epithelialen Typ 
subklassifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich non-invasive 
Implantate untersucht. Peritoneale Implantate können aber ebenso ohne einen 
ovariellen Primärtumor vorkommen und werden in diesem Fall von der WHO als 
primärer peritonealer Borderlinetumor, in die Gruppe der epithelialen Tumoren 
des Peritoneums, klassifiziert (Tavassoli, Devilee 2003).  
Da in der vorliegenden Dissertation das Interesse Borderlinetumoren mit 
zugehörigen peritonealen Implantaten galt und 24 rein seröse und ein serös-
muzinöser Borderlinetumor untersucht wurden, folgt hier nur die WHO-Einteilung 
der serösen und muzinösen epithelial-stromalen Ovarialtumoren: 
A) Seröse Tumoren 
 
a) Benigne 
 Zystadenom 
 Papilläres Zystadenom 
 Oberflächenpapillom 
 Adenofibrom und Zystadenofibrom 
 
b) Borderlinetumor 
 Papillär-zystischer Tumor 
 Oberflächlich-papillärer Tumor 
 Adenofibrom und Zystadenofibrom 
 
c) Maligne 
 Adenokarzinom 
 Oberflächlich-papilläres Adenokarzinom 
 Adenokarzinofibrom (malignes Adenofibrom) 
 
B) Muzinöse Tumoren 
 
a) Benigne 
 Zystadenom 
 Adenofibrom und Zystadenofibrom 
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b) Borderlinetumor 
 Intestinaler Typ 
 Endozervikaler Typ 
 
c) Maligne 
 Adenokarzinom 
 Adenokarzinofibrom (malignes Adenofibrom) 
 
d) Muzinös zystischer Tumor mit Wandknoten 
 
e) Muzinös zystischer Tumor mit Pseudomyxoma peritonei 
 
Die Stadieneinteilung erfolgt nach dem FIGO-System (Fédération Internationale 
de Gynécologie et d´Obstétrique) und nach dem TNM-System der UICC (Union 
Internationale Contre le Cancer). Die Abkürzung T steht hierbei für Tumor, N für 
Nodulus (Lymphknoten) und M für Metastase. Das TNM-System ist tumor- und 
lokalisationsbezogen, dies bedeutet, dass z.B. Klassifikationen für 
Ovarialtumoren und Tumoren des Verdauungstraktes unterschiedlich sind. Die 
Definitionen der T-, N- und M-Kategorien entsprechen den verschiedenen FIGO-
Stadien (s. Tab. 1), wobei erstere auf klinischer und pathologischer Klassifikation 
und letztere auf chirurgischem Staging basieren. 
Die Klassifikation gilt sowohl für epithelial-stromale Ovarialtumoren als auch für 
Tumoren vom Borderline-Typ (Tavassoli, Devilee 2003). 
 
Tab. 1: Einteilung der Tumorstadien nach dem FIGO- und dem TNM-System 
(International Union Against Cancer (UICC), 2009) 
TNM  FIGO  Kriterien 
     
TX    Primärtumor nicht beurteilbar 
     
T0    Kein Anhalt für Primärtumor 
     
T1 
T1a 
 
 
T1b 
 
 
T1c 
 I 
IA 
 
 
IB 
 
 
IC 
 Tumor auf Ovarien begrenzt 
Tumor in einem Ovar; Kapsel intakt; kein Tumor auf 
Ovaroberfläche; keine malignen Zellen im Aszites oder bei 
Peritonealspülung 
Tumor in beiden Ovarien; Kapsel intakt, kein Tumor auf 
Oberfläche der Ovarien; keine malignen Zellen im Aszites oder 
bei Peritonealspülung 
Tumor in einem oder beiden Ovarien; Kapselruptur; Tumor an 
Ovaroberfläche oder maligne Zellen im Aszites oder bei 
Peritonealspülung 
     
T2 
T2a 
 
 
 II 
IIA 
 
 
 Tumor auf das Becken beschränkt 
Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus und/oder 
Tube(n); keine malignen Zellen im Aszites oder bei 
Peritonealspülung 
Einleitung 
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T2b 
 
T2c 
IIB 
 
IIC 
 
Ausbreitung auf andere Beckengewebe; keine malignen Zellen 
im Aszites oder bei Pertitonealspülung 
Ausbreitung im Becken (T2a oder T2b) und maligne Zellen im 
Aszites oder bei Peritonealspülung 
     
T3 
und/oder 
N1 
T3a 
T3b 
T3c 
und/oder 
N1 
 III 
 
 
IIIA 
IIIB 
IIIC 
 Tumor in einem oder beiden Ovarien; 
Peritonealmetastasen jenseits des Beckens 
und/oder regionäre Lymphknotenmetastasen 
Mikroskopische Peritonealmetastase(n) 
Makroskopische Peritonealmetastase(n) ≤2cm 
Peritonealmetastase(n) ≤2cm 
und/oder regionäre Lymphknotenmetastasen 
     
M1  IV  Fernmetastasen (ausschließlich Peritonealmetastasen) 
     
NX    Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
     
N0    Keine regionären Lymphknotenmetastasen 
M0    Keine Fernmetastasen 
 
1.3 Klinik von ovariellen Borderlinetumoren 
1.3.1 Symptome 
Borderlinetumoren des Ovars sind überwiegend symptomarm. In manchen Fällen 
kommt es durch Torsion oder Ruptur zystischer Läsionen des Tumors zu 
abdominalen Schmerzen (Prat 2009). Ebenso kann es in Abhängigkeit von der 
Größe des Tumors zu einer Zunahme des Bauchumfanges ohne 
Gewichtszunahme kommen. Besonders seröse Borderlinetumoren gingen bei 
jüngeren Frauen mit einer hohen Unfruchtbarkeitsrate einher (Tavassoli, Devilee 
2003). 
1.3.2 Diagnostik und Prognosefaktoren 
In der Diagnostik von Ovarialtumoren ist die Transvaginalsonographie unter den 
bildgebenden Verfahren der Goldstandard. Zur Beurteilung der Dignität einer 
Läsion werden hier morphologische Kriterien wie Zystengröße, Wanddicke, 
Vorhandensein von Septen und soliden Anteilen herangezogen. Trotz 
regelmäßiger Vaginalsonographie ist die Wahrscheinlichkeit der Früherkennung 
gering. Der Tumormarker CA125 ist aufgrund seiner geringen Spezifität ebenfalls 
nicht zur Früherkennung geeignet, weswegen ein generelles Screening 
momentan nicht empfohlen wird. Dies bedeutet, dass derzeit ein zuverlässiges 
Staging nur intraoperativ und die Diagnosesicherung pathohistologisch 
intraoperativ oder im Anschluss erfolgen kann (Interdisziplinäre S2k-Leitlinie 
2007). 
Das Vorhandensein von Implantaten wirkt sich auf das Tumorstadium der 
Patientinnen und auch auf deren Prognose aus. Im Zusammenhang mit invasiven 
Implantaten wurde in einigen Studien ein ungünstigerer Verlauf beobachtet, als 
dies bei non-invasiven Implantaten der Fall war (Prat 2009 und 2002; Seidman 
1996 und 2000). Die Morphologie der Implantate und deren histologische 
Klassifikation ist daher der wichtigste prognostische Faktor (Tavassoli, Devilee 
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2003; Prat 2009). Von prognostischer Bedeutung sind des  weiteren 
Tumorstadium und Tumorrest nach Primäroperation (Interdisziplinäre S2k-
Leitlinie 2007). 
Keinen Einfluss auf die Prognose hat eine histologisch mikropapilläre Form oder 
eine Mikroinvasion des Borderlinetumors. Ebenso sind betroffene Lymphknoten 
nicht von prognostischer Bedeutung (Prat 2009). 
1.3.3 Therapie 
Es erfolgt stets eine operative Therapie, welche eine Exploration des Abdomens, 
ein sorgfältiges Staging, die Entfernung aller Tumoranteile und eine 
Omentektomie umfassen sollte. In Analogie zu den invasiven Karzinomen ist die 
Laparoskopie nicht als Stagingmethode geeignet, weshalb ein sorgfältiges 
chirurgisches Staging und Inspektion des Abdomens unbedingt erforderlich ist. 
Hierbei sollten möglichst zahlreiche peritoneale Biopsien gewonnen werden, da 
invasive und non-invasive Implantate durchaus gemeinsam vorkommen können.  
Ziel des operativen Vorgehens ist neben der Tumorentfernung stets die 
Vermeidung der intraoperativen Tumorzellverschleppung oder einer Ruptur des 
Tumors. 
Bei Patientinnen deren Familienplanung bereits abgeschlossen ist oder kein 
Kinderwunsch besteht ist die abdominale Hysterektomie mit bilateraler 
Oophorektomie Therapie der Wahl. Bei jüngeren Frauen mit bestehendem 
Kinderwunsch kann im Falle eines unilateralen Borderlinetumors das 
makroskopisch unauffällige kontralaterale Ovar mit Tube und Uterus erhalten 
bleiben, sofern das sonstige Staging negativ ist. Ist ein beidseitiger zystischer 
Borderlinetumor vorhanden, ist bei dringendem Kinderwunsch eine uni- oder 
bilaterale ovarerhaltende Zystektomie nur nach Aufklärung über das erhöhte 
Rezidivrisiko vertretbar. Nachdem bei einer bereits therapierten Patientin die 
Familienplanung abgeschlossen ist, kann eine Komplettierungsoperation 
vorgenommen werden, deren Erfolg jedoch fraglich ist (Prat 2009; 
Interdisziplinäre S2k-Leitlinie 2007). 
Regelmäßige Nachsorge-Untersuchungen sind zwingend erforderlich, beim 
Rezidiv eines Borderlinetumors ist eine komplette Resektion des Tumors indiziert. 
Für Patientinnen in einem höheren Tumorstadium wird der Einsatz von 
adjuvanter postoperativer Strahlen- und Chemotherapie diskutiert. Ein Nutzen 
zeigte sich bislang nicht. Derzeitiger Behandlungsansatz ist eine postoperative 
Chemotherapie, bestehend aus Carboplatin und Paclitaxel, jenen Patientinnen zu 
empfehlen, bei welchen peritoneale Implantate vom invasiven Typ gefunden 
wurden (Prat 2009). 
Jede Patientin wird zusätzlich psychoonkologisch betreut (Interdisziplinäre S2k-
Leitlinie 2007). 
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des Tumor-Suppressor-Gens p53 ebenfalls eines der häufigsten genetischen 
Ereignisse und kommt etwa in 50 bis 80% der Fälle vor, insbesondere bei niedrig 
differenzierten Tumoren vom serösen Typ (Vang 2009). Die Mutation führt zu 
einer Konformationsänderung und damit zu einer Stabilisierung des Proteins 
wodurch es mittels immunhistochemischer Färbung sichtbar gemacht werden 
kann (McCluggage 2009; Mayr 2000). In den meisten Fällen zeigt sich beim 
Vorliegen einer p53-Mutation eine nukleäre Reaktivität (McCluggage 2009). 
Für Borderlinetumoren ist das Fehlen der Mutation von p53 charakteristisch und 
wurde bereits mehrfach beschrieben (Wong 2010; Prat 2009; Vang 2009; Singer 
2005; Chan 2000; Klemi 1994). Bei den hochdifferenzierten Karzinomen sowie 
den Borderlinetumoren des Ovars sind offenbar andere Mutationen von 
Bedeutung. Dies ist einer der Hinweise welche annehmen lassen, dass ein 
pathogenetischer Unterschied zwischen Borderlinetumoren und den niedrig 
differenzierten Karzinomen besteht (Kurman 2010; Prat 2009). 
1.4.2 p16 
p16 ist ein Produkt des INK4A-Gens, welches spezifisch an den Cyclinkomplex 
D:CDK4/6 bindet um den Zellzyklus an dem kritischen Übergang von der G1- in 
die S-Phase zu kontrollieren (McCluggage 2009; Liggett 1998). 
Für die einzelnen Phasen des Zellzyklus sind eine Reihe von Cyclinen und Cyclin-
abhängigen Kinasen (CDK) spezifisch. Cycline sind Proteine deren Konzentration 
in der Zelle von den jeweiligen Phasen des Zellzyklus abhängt. Dabei bestimmen 
die Cycline den Zeitpunkt der Aktivierung der Cyclin-abhängigen Kinasen, indem 
sie an diese binden und somit deren enzymatische Aktivität regulieren (Löffler, 
Petrides 2003). Durch die enzymatische Aktivität der CDK4/6 wird das 
Retinoblastomprotein Rb, als zentrales Substrat in der G1-Phase phosphoryliert 
(s.a. 1.4.1). Dies bewirkt die Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F, welcher 
wiederum für die S-Phase wichtige Gene aktiviert und damit die Progression des 
Zellzyklus gewährleistet (Giordano 2008). Gleichzeitig reguliert das Protein Rb 
die Expression von p16 durch negative Rückkoppelung (Montebugnoli 2010). 
Das Cyclin D und die CDK4 sind für die G1- und S-Phase spezifisch. p16 ist ein 
cyclinabhängiger Inhibitor der an diese Kinase 4 bindet und wird somit als CDK4I 
(Cyclin Dependent Kinase 4 Inhibitor) bezeichnet (McCluggage 2009) (s. Skizze 
2). Verliert p16 aufgrund einer Mutation seine Funktion, besteht keine 
ausreichende Regulation der Zellproliferation, was zur Entstehung eines 
Karzinoms führen kann. Ein Funktionsverlust von p16 bedingt somit eine 
Dysregulation des CDK4-Cyclin D/p16-Rb-Signalwegs und zählt mit zu den 
häufigsten genetischen Ereignissen bei malignen Tumoren des Menschen 
(Konecny 2011; Sui 2000). Im Falle des Funktionsverlusts von p16 zeigt sich 
eine negative immunhistochemische Untersuchung für dieses Protein 
(Montebugnoli 2010). Ist das Rb-Protein aktiv hemmt dies die Expression von 
p16, wohingegen die Inaktivierung von Rb durch Phosphorylierung zu einer p16-
Expression führt (Giordano 2008). 
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eine Expression von p16. Armes et al. (Armes 2005) beobachteten hingegen in 
ihrer Studie, dass keiner der untersuchten Borderlinetumoren eine Expression 
aufwies, lediglich in schlecht differenzierten Ovarialkarzinomen ergab sich eine 
vermehrte p16-Expression. Ebenso berichtete O´Neill (O´Neill 2006 und 2007) 
über eine vermehrte Expression von p16 in der immunhistochemischen 
Untersuchung, vor allem in serösen Ovarialkarzinomen. Borderlinetumoren 
zeigten allenfalls geringe oder keine Expression von p16. Giordano et al. 
(Giordano 2008) konnten in ihrer Studie in den meisten der untersuchten 
Borderlinetumoren ein stark positives immunhistochemisches Ergebnis für p16 
nachweisen, weiterhin wurde bei den malignen Tumoren eine Abhängigkeit der 
Expression vom Tumorstadium beobachtet. Zusammenfassend lässt sich sagen, 
dass maligne Neoplasien des Ovars häufiger eine Expression von p16 zeigen als 
Borderlinetumoren, und dass in Ovarialkarzinomen mit hohem 
Differenzierungsgrad eher als in solchen mit niedrigem Differenzierungsgrad eine 
p16-Expression detektiert wird. Die Betrachtung des Expressionsverhaltens von 
p16 in Borderlinetumoren des Ovars und die zusätzliche Untersuchung des 
Mutationsstatus von KRAS und BRAF ist somit durchaus interessant. 
1.5 Molekulare Genetik 
1.5.1 KRAS und BRAF 
Der RAS-Signalweg ist ein Signaltransduktionsweg, der Signale von 
Tyrosinkinaserezeptoren der Zellmembran in den Zellkern übermittelt. KRAS und 
sein Effektor BRAF sind in diesem Signalweg die Moleküle, welche über eine 
Kaskade die Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase (MAPK) aktivieren (Russel 2004). 
BRAF befindet sich in dieser Kaskade unterhalb von RAS und aktiviert MEK/ERK. 
Die Aktivierung des RAS-Gens löst über RAF, MEK und ERK die Signalkaskade 
aus und die Transduktion wird gestartet (siehe Skizze 3). Die MAPK besitzt 
zahlreiche Zielstrukturen die eine Rolle für z.B. Transkription, Wachstum, 
Angiogenese, Apoptose und Zytoskelettstruktur spielen (Vakiani 2011; Pearson 
2001). 
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Eine Mutation von KRAS oder BRAF resultiert in einer Aktivierung des 
RAS/RAF/ERK/MAPK Signalwegs was in Folge zu einer Stimulation von 
Zielstrukturen mit dem Ergebnis der unkontrollierten Zellproliferation führt (Ueda 
2008; Shih 2005). Zahlreiche Untersuchungen zeigten, dass eine Aktivierung der 
RAS-RAF-Kaskade ein häufiges Ereignis in der Tumorgenese zahlreicher 
Neoplasien des Menschen ist. Es sind drei RAS-Protoonkogene bekannt, KRAS, 
HRAS und NRAS. In ca. 25% aller Karzinome ist eines der RAS-Protoonkogene 
mutiert. Aktivierende KRAS-Mutationen wurden für Kodon 12, 13 und 61 
beschrieben. Somatische Punktmutationen von KRAS treten in einer Vielzahl der 
Tumoren des Menschen, vor allem jedoch in malignen Neoplasien von Pankreas, 
Lunge und Dickdarm auf (Vakiani 2011). Die meisten epithelialen malignen 
Neoplasien welche eine RAS-Mutation aufwiesen, die gynäkologischen Tumoren 
mit eingeschlossen, zeigten diese in Exon 2 auf dem Kodon 12 (Gemignani 2003; 
Mayr 2006). Über 85% der kolorektalen Karzinome weisen eine KRAS-Mutation 
an diesem Genort auf (Vakiani 2011). Laut Gemignani et al. (Gemignani, 2003) 
zeigen insgesamt 46% der muzinösen und 17% anderer histologischer Subtypen 
der ovariellen Tumoren eine Mutation von KRAS. Bei Betrachtung der 
noninvasiven epithelialen ovariellen Tumoren sind KRAS-Mutationen in 
Borderlinetumoren des Ovars häufig. In zwei Drittel der Fälle tritt eine Mutation 
von KRAS auf, wobei die am häufigsten detektierte Punktmutation der Folge 
GGT->GTT entspricht (Diebold 2003). Ebenso wurden Mutationen von KRAS in 
Lymphknoten von Patientinnen mit ovariellem Borderlinetumor nachgewiesen 
(Prat 2009). 
Das RAF-Gen kodiert für zytoplasmatische Serin-Threonin-Kinasen, welche durch 
RAS reguliert werden und die durch RAS induzierte zelluläre Antwort auf 
Wachstumssignale vermitteln. Die RAF-Familie setzt sich aus den Protein-Kinasen 
A-RAF, B-RAF und RAF-1 (C-RAF) zusammen (Pearson 2001). Mutationen von 
BRAF wurden sowohl in Melanomen, kolorektalen Tumoren als auch in Neoplasien 
von Schilddrüse und Ovar nachgewiesen (Ueda 2008; Gemignani 2003). Vakiani 
et al. (Vakiani 2011) beschreiben BRAF daher als eines der am häufigsten von 
Mutationen betroffenen Proteine des Menschen. Eine BRAF-Mutation tritt in ca. 
30% der Borderlinetumoren auf (Singer 2003). Die meisten BRAF-Mutationen, 
welche Einfluss auf die Aktivität der Kinase nehmen, fielen in Exon 11 und 15 
auf, wobei in 90% der Fälle die Position des Kodons 600 (V600E, ehemals als 
V599E bezeichnet) betroffen ist (Vakiani 2011; Gemignani 2003). Zwei Drittel 
der ovariellen Borderlinetumoren zeigen eine Mutation von BRAF an dieser Stelle 
(Shih 2005). Davon tritt die Mutation in 89% direkt in, oder in direkter 
Nachbarschaft zu dem Aktivierungssegment in Exon 15 auf (Sieben 2004). 
Für Borderlinetumoren des Ovars und Karzinome mit niedrigem 
Differenzierungsgrad sind nach Kurman et al. (Kurman 2010) und Shih et al. 
(Shih 2005) Mutationen von KRAS und BRAF charakteristisch, während diese bei 
Ovarialkarzinomen mit hohem Differenzierungsgrad seltener beobachtet werden. 
Dies stützt die Theorie, dass Ovarialkarzinome zu einem Teil aus ovariellen 
Borderlinetumoren entstehen im Sinne einer „Adenom-Borderlinetumor-
Karzinom-Sequenz“. Es wird angenommen, dass KRAS und BRAF zwar eine frühe 
Einleitung 
15 
 
Rolle bei der Tumorgenese spielen, aber nicht alleine für die maligne 
Transformation einer Zelle verantwortlich sind (Shih 2005). 
In bisherigen Untersuchungen wurde eine gleichzeitige Mutation von KRAS und 
BRAF im selben Tumor bislang nur in wenigen Fällen beobachtet (Vakiani 2011; 
Mayr 2006; Bell 2005). Dies führte zu der Annahme, dass sich die beiden 
Mutationen gegenseitig ausschließen und in einem Tumor entweder KRAS oder 
BRAF mutiert ist (Brose 2002; Davies 2002, Singer 2003, Mayr 2006, Stefanius 
2010). In manchen Untersuchungen fielen dennoch immer wieder Tumoren auf, 
welche sowohl eine KRAS- als auch eine BRAF-Mutation zeigten. 
In der Studie von Sieben et al. (Sieben 2004) wurde in zwei ovariellen 
Borderlinetumoren eine gleichzeitige Mutation von KRAS und BRAF gefunden. 
Nakayama et al. (Nakayama 2008) berichteten über ein ovarielles Karzinom vom 
muzinösen Typ, welches eine KRAS- und BRAF-Mutation zeigt. Yachida et al. 
(Yachida 2009) fanden in ihrer an hyperplastischen kolorektalen Adenomen 
durchgeführten Untersuchung ebenfalls beide Mutationen in einer der 
Gewebeproben. Insgesamt lässt sich somit sagen, dass sich die Mutationen von 
KRAS und BRAF nicht immer gegenseitig ausschließen sondern, dass sie 
durchaus nebeneinander auftreten können. 
In der ovariellen Tumorgenese unterscheidet man vor allem zwei Wege der 
Entstehung, wobei sowohl das Tumorsuppressorgen p53, als auch die Mutation 
von KRAS und BRAF eine Rolle spielen. Hierbei sind KRAS und BRAF vor allem bei 
der Entstehung der Karzinome vom sogenannten „low grade“-Typ von Bedeutung 
(Russel 2004; Kurman 2010), während die Karzinome vom „high grade“-Typ 
durch eine p53-Mutation charakterisiert werden. Hierzu siehe Skizze 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Skizze 4 modifiziert nach Russel and McCluggage 2004 
Da die genaue Entstehung der extraovariellen Implantate der Borderlinetumoren 
bislang nicht genau geklärt ist wurden in der vorliegenden Arbeit mehrere 
Implantate auf KRAS-und BRAF-Mutationen untersucht um anhand dessen den 
Zusammenhang zwischen Borderlinetumoren und diesen Läsionen zu klären. 
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2 Fragestellung 
 
• Ergeben Mutationsanalysen bei Borderlinetumoren und zugehörigen 
Implantaten ein gleiches Ergebnis? 
 
• Entspricht sich die Mutationsfolge, im Falle einer detektierten Mutation im 
ovariellen Primärtumor und den zugehörigen extraovariellen Implantaten? 
 
• Können Implantate auch ohne eine vorhandene Mutation des 
Primärtumors eine Mutation aufweisen? 
 
• Ist eine Mutation von KRAS oder BRAF obligat für die Entwicklung von 
Borderlinetumoren und/oder Implantaten? 
 
• Lässt sich generell die Aussage bestätigen, dass sich die Mutationen von 
KRAS und BRAF meistens ausschließen? 
 
• Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Expression von p16 und dem 
Auftreten von KRAS- oder BRAF-Mutationen? 
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3.3 Geräte, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien 
3.3.1 Geräte 
 
Benchmark® XT Ventana Medical Systems, Roche Group, Schweiz 
Heizplatte Präzitherm, Störk Tronic, Stuttgart, 
 Deutschland 
Lichtmikroskop  Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
Mikrotom  Jung AG, Heidelberg, Deutschland 
Mikrowelle  Siemens, Erlangen-Nürnberg, Deutschland 
Pipetten  Eppendorf Reference, Eppendorf, Hamburg,  
  Deutschland 
Pyromark™Q24   Pyrosequencing AB, Biotage AB, Uppsala, 
Reagent Cartridge  Schweden 
Pyrosequenzer  Biotage AB, Uppsala, Schweden 
PyroMark™ Q24 
Tischzentrifuge  neoLab, Heidelberg, Deutschland 
Thermomixer  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Comfort 
Thermocycler Thermo Electron Corporation, 
MBS Satellite 0,2G Waltham, Massachusetts, USA 
Vortex  Scientific industries .Inc, SI™, New York, USA 
Zentrifuge  Eppendorf Centrifuge 5417R, Hamburg,  
  Deutschland 
3.3.2 Verbrauchsmaterialien 
 
Objektträger Menzel-Gläser SuperFrost Ultra Plus, Menzel GmbH 
 & Co KG, Braunschweig, Deutschland 
PCR-Platte Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland 
PCR-Strip caps Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland 
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Pyromark Q24 Platte Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
Tubes 0,2, 0,5 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
und 1,5 ml 
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3.3.3 Chemikalien 
Annealing Buffer Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
Aqua bidest H.Kerndl GmbH, Weißenfeld, Deutschland 
Binding Buffer Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
Denaturation Solution Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
dNTPs Healthcare GE UK, Buckinghamshire, 
 Großbritannien 
Ethanol (absolut) AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
Ethanol (reinst) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
H2O(steril) B.Braun, Melsungen, Deutschland 
HotStarTaq® DNA  Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
Polymerase 
Immunhistochemischer Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific,  
Antikörper p53 Anatomical Pathology, Fremont, USA 
Immunhistochemischer CINtec® Histology, MTM Laboratories AG, 
Antikörper p16 Heidelberg, Deutschland 
PCR Primer-Mix Metabion International AG, Martinsried, 
 Deutschland 
PCR-Puffer  Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
(10xBuffer) 
Pyro Gold Reagents Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
Für PyroMark™Q24 
QIAamp® DNA Micro Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
Reagenzien für   Ventana Medical Systems, Roche Group, 
Benchmark® XT  Schweiz 
Sequenzierungs-Primer Metabion International AG, Martinsried, 
BRAF  Deutschland 
Sequenzierungs-Primer Metabion International AG, Martinsried, 
KRAS  Deutschland 
Streptavidin Sepharose™ GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
High Performance, Beads   
Wasch-Puffer 10x  Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 
Xylol (reinst) AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
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3.4 Immunhistochemische Untersuchung  
Als Immunhistochemie wird die Methode bezeichnet, mit der Proteine mit Hilfe 
von Antikörpern sichtbar gemacht werden können. Damit kann beispielsweise 
bestimmt werden, in welchem Gewebe das Protein vorhanden ist und auch, in 
welchem Kompartiment der Zelle (z.B. Zellmembran oder Zellkern) es lokalisiert 
ist. Für jedes der Präparate wurde jeweils eine immunhistochemische Färbung 
zum Nachweis der Proteine p53 und p16 angefertigt. Hierfür wurden fertige Kits 
von Ventana verwendet und die Färbung automatisch durchgeführt.  
3.4.1 p53 Immunhistochemie 
Die immunhistochemische Färbung zum Nachweis der Expression des 
Tumorsupressorgens p53 erfolgte automatisch mit Hilfe des Benchmark® XT von 
Ventana. Der hier verwendete Antikörper war der p53 Ab-5 von Thermo 
Scientific. 
3.4.2 p16 Immunhistochemie 
Die immunhistochemische Färbung zum Nachweis der Expression des 
Zellzyklusinhibitors p16 erfolgte automatisch mit Hilfe des Benchmark® XT von 
Ventana. Es wurde der Antikörper p16INK4a von CINtec® Histology verwendet. 
3.4.3 Auswertung 
Zur Bewertung des immunhistochemischen Färbeergebnisses wurde der Score 
nach Remmele angewendet. Dabei werden sowohl die Färbeintensität, als auch 
der Anteil positiver Zellen betrachtet (s. Tab. 3.1). Das Produkt aus den Punkten 
für die Färbeintensität und den Punkten für dem Anteil positiver Zellkerne ergibt 
einen Score-Wert zwischen 0 und 12 (Remmele und Stegner 1987). In dieser 
Untersuchung wurde ein Score von 0-2 als negativ, von 3-4 als schwach positiv, 
von 6-8 als mäßig und von 9-12 als stark positiv gewertet. 
Punkte Färbeintensität Anteil positiver Zellkerne 
0 keine Färbung  0% 
1 schwach <10% 
2 mäßig 11%-50% 
3 stark 51%-80% 
4 / 81%-100% 
Tab. 2: Remmele-Score, Auswertungsschema für immunhistochemische Färbungen 
3.5 Mikrodissektion 
3.5.1 Entparaffinierung 
Die Präparate wurden dazu 2x15 min in Xylol, anschließend 2x10 min in 
absolutem Ethanol gewaschen und dann luftgetrocknet. 
3.5.2 Gewinnung der Gewebeproben 
Die bereits bestehenden HE-Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop beurteilt, 
und das zur Dissektion geeignete Tumorareal, oder Implantat mit wasserfestem 
Stift markiert. Diese Markierung wurde auf die entparaffinierten Leerschnitte 
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transferiert. Die Dissektion der Gewebeproben fand mit Hilfe eines Skalpells 
unter mikroskopischer Kontrolle statt. 
3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
3.6.1 Vorarbeit: DNA-Extraktion 
Für diesen Arbeitsschritt wurde der QIAmp® DNA Micro Kit nach Angaben des 
Herstellers Qiagen verwendet. Alle im Folgenden aufgeführten Reagenzien waren 
im Kit enthalten. 
Der Vorgang der DNA-Eluation besteht im Wesentlichen aus vier Schritten, 
welche im Folgenden genauer erläutert werden. 
1. Schritt: Die Lyse der Gewebeprobe 
Vor dem Beginn der Mikrodissektion der Präparate werden 0,5ml Eppendorf-
Gefäße mit Lysepuffer des DNA Isolationssystems (QIAmp® DNA Micro Kit) 
vorbereitet. Das Lysat entspricht pro Gefäß 15µl ATL-Puffer (zuvor bei 500 Watt 
15sec in Mikrowelle auf ca.70°C erwärmt) und 10µl Proteinase K. Nachdem das 
gekratzte Gewebe dem Lysat zugegeben wurde, werden die Proben gevortext 
(vortexen= mit Hilfe des Vortexgeräts rüttelnd vermischen) und bei 56°C 
übernacht im Thermomixer bei Intervallmix (450rpm) inkubiert, darauf folgt eine 
10-minütige Inaktivierung des Enzyms bei 95°C. 
 
2. Schritt: Das Binden der in dem Lysat enthaltenen DNA 
Am nächsten Tag werden die Proben aus dem Thermomixer entnommen und 
sogleich zentrifugiert. Der ATL-Puffer wird bei 350 Watt 10sec in der Mikrowelle 
erwärmt und es werden jeder Probe 25µl zugegeben. Der AL-Puffer wird in der 
Mikrowelle bei 250 Watt für 5sec erwärmt und hiervon jeder Probe 50µl 
zugegeben, die Proben werden gevortext. Es werden jeder Probe 5µl Ethanol 
zugegeben, die Proben werden erneut gevortext und jetzt fünf Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. 
 Während dieser Zeit werden die Auffanggefäße (Collection Tube 2ml) und die 
Säulengefäße (QIAamp MinElute™ Columns, Lagerung bei 4-8°C) für die DNA 
bereitgestellt und beschriftet. Nach diesen fünf Minuten werden die Proben kurz 
anzentrifugiert, der Inhalt wird abpipetiert und auf die Säulen transferiert. Die 
Säulen befinden sich in 2ml Auffanggefäßen und werden nun eine Minute bei 
8000rpm zentrifugiert. Durch diesen Vorgang wird die in dem Lysat enthaltene 
DNA an die Membran der Säulen gebunden. 
3. Schritt: Das Waschen der Membran 
Es werden jeder Probe 500µl des AW1-Puffers zugegeben, und eine weitere 
Minute bei 8000rpm zentrifugiert. Danach werden jeder Probe 500µl des AW2 
Puffers zugegeben und erneut eine Minute bei 8000rpm zentrifugiert. Nach 
jedem Zentrifugieren werden die Auffanggefäße durch frische Gefäße ersetzt. 
Nun folgt das Trocknen, wofür die Proben drei Minuten bei 14000rpm 
zentrifugiert werden. Während dieser Zeit werden 1,5ml Eppendorf-Gefäße, 
welche im letzten Schritt die DNA auffangen, bereitgestellt und beschriftet. 
Material und Methoden 
23 
 
4. Schritt: Das Eluieren der DNA von der Membran 
Die Säulen werden der Zentrifuge entnommen und in die 1,5ml Eppendorf-
Gefäße gesteckt, die alten Auffanggefäße werden verworfen. Es werden 20µl des 
AE-Puffers auf die Membran der Säule gegeben, die Proben werden ca. fünf 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend eine Minute bei 
14000rpm zentrifugiert. Die Säulen werden den Eppendorf-Gefäßen entnommen 
und verworfen. Die fertigen DNA-Proben können nun in die PCR eingesetzt 
werden. 
3.6.2 PCR 
Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction=PCR) erlaubt die 
gezielte Vermehrung (Amplifikation) spezifischer DNA-Abschnitte aus einem 
Gemisch von DNA-Molekülen. In der vorliegenden Untersuchung wurden hiermit 
die geringen Mengen an DNA, welche wir durch die Mikrodissektion der Präparate 
gewannen, amplifiziert, um die eigentlichen Mutationsanalysen durchführen zu 
können. Die PCR besteht aus drei wesentlichen Schritten:  
Im ersten Schritt wird die DNA für eine halbe Minute auf 95°C erhitzt, wodurch 
sich die Doppelstränge trennen (Denaturierung). Anschließend wird das 
Reaktionsgemisch auf 60 bis 72°C abgekühlt, die Primer können sich nun an die 
getrennten DNA-Stränge anlagern (zweiter Schritt=Annealing). Erst nach 
Anlagerung der Primer beginnt die hinzugegebene DNA-Polymerase mit der 
Replikation, wofür Magnesiumionen und freie Nukleotide (dNTPs) im 
Reaktionsgemisch gebraucht werden. Im dritten Schritt (Extension) wird die 
optimale Arbeitstemperatur der Polymerase von 72°C erreicht. Nicht exakte 
Primerbindungen lösen dich bei dieser höheren Temperatur wieder, während 
exakte hingegen stabil sind und bis zur Komplementierung des fehlenden DNA-
Stranges weiter verlängert werden. Es werden 50 Zyklen von Denaturierung, 
Annealing und Elongation durchgeführt. Aufgrund der unterschiedlichen 
Temperaturen während der einzelnen Schritte, benötigt man eine hitzestabile 
DNA-Polymerase. Die hier verwendete Polymerase ist die HotStarTaq® von 
Qiagen. Die PCR kann nur in einem bestimmten Puffermilieu ablaufen und findet 
in einem Thermocycler, einer Maschine zur exakten Temperaturregulierung, 
statt. 
3.6.3 PCR-Ansatz für KRAS Mutationsanalysen 
Verwendete Primer:  
Ogino  Sequenz 
 
P1 
Primer D361 KRAS-Pyro-F1 GGCCTGCTGAAAATGACTGAA 
Primer D362 KRAS-Pyro-R1-BIO TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT 
 
Poehlmann  Sequenz 
 
P2 
 
Primer D364 KRAS-Pyro-F2-
BIO 
TGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTG 
Primer D365 KRAS-Pyro-R2 TCGTCCACAAAATGATTCTGA 
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Ein PCR-Ansatz für eine Probe mit 40µl Reaktionsvolumen enthielt: 
 H2O  32,6µl 
 10xbuffer 4,0µl 
 MgCl2-Konzentration von 15mM 
 dNTP  0,4µl 
 Konzentration 200µM 
 Primer-Mix 0,8µl 
 Konzentration 400nM jeder Primer 
 HotStarTaq-Polymerase 0,2µl 
 entspricht 1U Polymerase 
 DNA 2,0µl 
3.6.4 PCR-Ansatz für BRAF Mutationsanalysen 
Verwendete Primer: 
P4  Sequenz 
Primer D376BRAF-Ex15-Pyro-F1 TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG 
Primer D377BRAF-Ex15-Pyro-R1-Bio TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT 
 
Ein PCR-Ansatz für eine Probe mit 40µl Reaktionsvolumen enthielt: 
 Siehe Rezept 3.6.3 
3.7 Pyrosequenzierung 
Die Pyrosequenzierung läuft für die Mutationsanalysen von KRAS und BRAF 
jeweils gleich ab. Lediglich die verwendeten Sequenzierungsprimer unterscheiden 
sich. 
3.7.1 Ablauf der Vorbereitung zur Pyrosequenzierung 
Alle Reagenzien die verwendet werden, müssen zunächst auf Raumtemperatur 
gebracht und die Vakuum Prep Station vorbereitet werden.  
Die Sepharose-Beads werden mittels sanftem Schütteln resuspendiert und 
anschließend ein Mix aus Binding Buffer, Wasser und den Beads angesetzt. Für 
jede zu sequenzierende Probe werden 65µl von dem oben genannten Mix 
benötigt. 
Rezept für 65µl Mix: -2µl Beads 
    -40µl Binding Buffer 
    -23µl H2O (steril) 
Es werden jeweils 65µl Mix in jede Vertiefung der PCR-Platte vorgelegt und 
jeweils 15µl PCR-Produkt von einer DNA-Probe dazu pipettiert. Die PCR-Platte 
wird nun für fünf Minuten bei 1400 rpm gevortext. Inzwischen wird die Pumpe 
der Vakuum Prep Station eingeschaltet und mit Wasser deren Funktion überprüft. 
Anschließend folgt das Ansetzen des Primers für die Sequenzierung. Dazu werden 
2,5µl des benötigten Primers für jede DNA-Probe gebraucht, diese werden aus 
einem vorher angefertigten Primer-Ansatz entnommen in dem die Konzentration 
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des Primers 0,3µM beträgt. Zu den 2,5µl Primer werden 22,5µl Annealing Buffer 
gegeben, was nun insgesamt 25µl entspricht. Für jede der zu sequenzierenden 
DNA-Proben werden 25µl Mix in die Näpfe der Pyromark Q24 Platte pipettiert.  
Als nächstes werden die PCR-Platte mit den PCR-Produkten und die Pyromark 
Q24 Platte mit dem Sequenzierungs Primer in die vorgesehenen Positionen der 
Vakuum Prep Station (siehe Abb. 3.3) gestellt. 
      
Abb. 3.3: Vakuum Prep Station und zugehöriges Vakuum Prep Tool 
 
Durch die „Waschstraße“ der Vakuum Prep Station, wird die DNA in den PCR-
Produkten für das Sequenzieren vorbereitet. Die Station besitzt insgesamt fünf 
Becken von welchen sich in dreien die für die DNA-Vorbereitung entscheidenden 
Flüssigkeiten befinden. Das erste Becken enthält Ethanol (70%), das Zweite 
Denaturation Solution, das Dritte Wasch-Puffer. Die anderen Becken der Station 
enthalten Aqua bidest zur Reinigung des Vakuum Prep Tools. 
Zuerst werden die PCR-Produkte zusammen mit den Beads mit Hilfe des Vakuum 
Prep Tools aus den Vertiefungen der PCR-Platte gesaugt. Das Vakuum Prep Tool 
wird nun für ca. 5-10 Sekunden in jedes der drei Becken der Prep Station 
getaucht. Wenn alle Becken durchlaufen sind erfolgt ein kurzes Trocknen der 
Saugstifte des Vakuum Prep Tools an der Luft. Danach wird das Vakuum Prep 
Tool abgeschaltet während es über die Pyromark Q24 Platte gehalten wird. Durch 
leichtes Rütteln werden die Beads von den Saugstiften des Vakuum Prep Tools in 
die einzelnen Näpfe der Q24 Platte transferiert. Anschließend wird das Prep Tool 
im Wasserbad gereinigt und danach an der Luft getrocknet. 
Nach der Vakuum Prep Station kommt die Pyromark Q24 Platte für 2 Minuten bei 
80°C auf die Heizplatte. Danach wird die Q24 Platte für mindestens 5 Minuten 
auf Raumtemperatur abgekühlt. 
Während dieser Zeit werden die für die Sequenzierung notwendigen Reagenzien, 
Enzym und Substrat, sowie die Nukleotide in die Pyromark™Q24 Reagent 
Cartridge gegeben. Zusammen mit der abgekühlten Pyromark Q24 Platte wird 
die Cartridge in den Pyrosequenzer eingesetzt und der Sequenzierungslauf 
gestartet. 
 
 
 
Position der 
Pyromark™Q24 
Platte 
Position der 
PCR-Platte 
Vakuum Prep 
Tool 
Saugstifte 
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3.7.2 Pyrosequenzierungs-Reaktion 
DNA-Sequenzierung ist die Bestimmung der Nukleotid-Abfolge in einem DNA-
Molekül. Pyrosequenzierung ist eine Technologie, welche auf dem Prinzip der 
Sequenzierung durch Synthese basiert. Zunächst wird die DNA mittels PCR-
Reaktion amplifiziert, anschließend folgt das Pyrosequenzieren. Dazu ist eine 
Vorbereitung von Hand notwendig, deren Ablauf in 3.7.1 erläutert wird. Die 
eigentliche Pyrosequenzierungs-Reaktion, welche das Gerät Pyromark™Q24 
durchführt, beinhaltet im Wesentlichen fünf Schritte: 
Schritt 1: Hybridisierung des Sequenzierungs-Primers an die im PCR-Produkt 
vorliegenden DNA-Einzelstränge, welche als Matrize dienen. Diese werden nun 
zusammen mit den Enzymen, DNA-Polymerase, ATP-Sulfurylase, Luciferase, 
Apyrase und den zugehörigen Substraten, Adenosin 5´Phosphosulfat (APS) und 
Luciferin, inkubiert. 
Schritt 2: Das erste Desoxyribonukleotid-Triphosphat (dNTP) wird der Reaktion 
zugegeben. Die DNA-Polymerase katalysiert den Einbau der dNTPs in den DNA-
Strang, im Falle der Kompatibilität zur Base im Matrizenstrang. Im Falle eines 
erfolgreichen Einbaus wird die Menge an Pyrophosphat (PPi) freigesetzt, welche 
der Menge der eingebauten Nukleotide entspricht. 
Schritt 3: Durch die ATP-Sulfurylase wird PPi in Gegenwart von Adenosin 
5´Phosphosulfat (APS) in ATP umgewandelt. Dieses ATP bewerkstelligt den durch 
die Luciferase vermittelten Umbau von Luciferin zu Oxyluciferin, welches 
proportional zur Menge des ATP sichtbares Licht generiert. Dieses durch die 
Luciferase-Reaktion produzierte Licht wird vom CCD-Chip (charge coupled 
device) des Geräts detektiert und schließlich als ein Peak im Pyrogramm 
gesehen. Die Höhe eines jeden Peaks (Lichtsignal) ist proportional zur Anzahl der 
eingebauten Nukleotide. 
Schritt 4: Durch die Apyrase, welche ein Nukleotid abbauendes Enzym ist, 
werden kontinuierlich die nicht eingebauten Nukleotide und ATP abgebaut. 
Sobald diese vollständig abgebaut sind, wird ein neues Nukleotid hinzugegeben. 
Schritt 5: Die sequentielle Zugabe der dNTPs wird durchgeführt. Während dieses 
Prozesses erfolgt die Synthese des komplementären DNA-Stranges. Durch die 
Signal-Peaks im Pyrogram zeigt sich die Sequenz der Nukleotide. 
 
3.7.3 Verwendete Sequenzierungsprimer für KRAS Mutationsanalysen 
KRAS Exon 2 in Kodon 12 
Sequenzierung Primer-Name Primer-Sequenz 
Ogino D363 KRAS-Pyro-S1 TGTGGTAGTTGGAGCT 
Poehlmann D366 KRAS-Pyro-S2 GCACTCTTGCCTACG 
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4 Ergebnisse 
4.1 Immunhistologie 
Die 25 untersuchten Patientenfälle umfassten insgesamt 124 Paraffinblöcke. 
Von jedem Paraffinblock wurde jeweils einer der neuangefertigten Schnitte, zur 
Frage einer p53- und p16-Expression, immunhistochemisch gefärbt. Die 
Auswertung der immunhistochemischen Färbung erfolgte nach dem Remmele-
Score (s. Tabelle 3.1). 
4.1.1 Auswertbarkeit der immunhistochemischen Untersuchungen 
Sowohl bei der p53- als auch bei der p16-Immunhistologie ergaben sich 
Probleme bei der Auswertung. Dies betraf vor allem die neuen Schnitte der 
Blöcke welche die Implantate enthielten, da die Implantate meist nur von sehr 
geringer Größe sind. In Paraffinblöcken der Borderlinetumoren war genügend 
Zellmaterial vorhanden, wodurch sich hier kein Problem bei der Auswertung 
ergab. 
Nicht ausgewertet wurden Präparate auf welchen aufgrund der meist sehr 
kleinen Implantate keine dementsprechenden Zellen mehr zu finden waren. 
Ebenfalls nicht ausgewertet wurden Präparate bei welchen während des 
Färbevorgangs entscheidendes Zellmaterial verloren gegangen war, oder das 
Schnittpräparat nach Bearbeitung großflächig Luft gezogen hatte. Die Anzahl der 
nicht gewerteten Proben zeigen Tabelle 3 und 4. 
4.1.2 Ergebnisse der p53-Expression 
Von den insgesamt 44 Proben der 24 untersuchten Borderlinetumoren, konnten 
alle Präparate ausgewertet werden. 26 der Präparate zeigten dabei keine 
Expression von p53. Bei 11 Präparaten zeigte sich eine schwach positive und bei 
vier Präparaten eine mäßig positive p53-Expression. Lediglich drei der 
untersuchten Präparate der Borderlinetumoren zeigten eine starke Expression 
von p53. Die folgenden Abbildungen zeigen beispielhaft die Ergebnisse einer 
immunhistochemischen Färbung des p53-Proteins. 
   
Abb. 4.1: a) Immunhistochemische Färbung des Schnittpräparats eines Borderlinetumors  
     mit stark positiver p53-Expression; b) Immunhistochemische Färbung eines 
    peritonealen Implantats mit fehlender p53-Expression 
 
a b 
Peritoneales Implantat 
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Von den insgesamt 80 vorliegenden Implantaten, konnten 68 Präparate 
ausgewertet werden. 48 Präparate zeigten keine Expression von p53. 14 
Präparate zeigten eine schwach positive und drei eine mäßig positive Expression 
von p53. Drei Präparate zeigten eine starke p53-Expression. 
Betrachtet man die jeweiligen Patientenfälle separat, ergibt sich in sieben Fällen 
eine negative p53-Immunhistologie sowohl für den Borderlinetumor, als auch die 
zugehörigen Implantate. In vier der Patientenfälle zeigte der Borderlinetumor 
keine p53-Expression, jedoch waren die zugehörigen Implantate schwach bis 
stark positiv. Acht der Fälle mit ovariellem Borderlinetumor wiesen eine schwach 
positive p53-Expression auf, davon zeigten sechs Patientenfälle das gleiche 
Ergebnis in den zugehörigen Implantaten. In vier Patientenfällen zeigte der 
Borderlinetumor eine stark bis mäßige Expression von p53, von diesen Fällen 
besaßen drei zugehörige Implantate mit lediglich schwach positiver oder 
negativer Expression von p53. 
Zum Ergebnis der Immunhistochemie der einzelnen Patientenfälle siehe Tabelle 
5, in Tabelle 8 wird die Immunhistologie gemeinsam mit dem Ergebnis der 
Mutationsanalysen von KRAS und BRAF veranschaulicht. 
 
p53-Expression nach IRS Proben Borderlinetumoren Proben Implantate 
   
Negativ 26 (59,1%) 48 (60%) 
   
Schwach positiv 11 (25%) 14 (17,5%) 
   
Mäßig positiv 4 (9,1%) 3 (3,75%) 
   
Stark positiv 3 (6,8%) 3 (3,75%) 
   
Nicht auswertbar 0 (0%) 12 (15%) 
Tab. 3: Ergebnisse der p53-Immunhistologie 
 
4.1.3 Ergebnisse der p16-Expression 
Von den 24 untersuchten Borderlinetumoren konnten alle der 44 vorliegenden 
Proben ausgewertet werden. Elf Präparate zeigten keine Expression von p16. 
Eine schwach positive p16-Expression fand sich in neun Präparaten. In zwölf 
Präparaten zeigte sich eine mäßig und in weiteren zwölf Präparaten eine stark 
positive Expression von p16. Die folgenden Abbildungen zeigen die 
immunhistochemische Färbung von Präparaten mit einer starken Expression von 
p16. 
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Abb. 4.2: Immunhistochemische Färbung  eines Borderlinetumors (a) und eines   
     Implantats (b) mit stark positiver p16-Expression 
Von insgesamt 80 vorliegenden Implantaten konnten 70 der Präparate auf das 
Vorliegen einer Expression von p16 ausgewertet werden. 14 Präparate zeigten 
keine Expression von p16. In 15 Präparaten war eine schwach, in 17 Präparaten 
eine mäßig positive p16-Expression. Bei 24 Präparaten war eine stark positive 
Expression von p16 zu beobachten. 
Betrachtet man die Fälle der Patientinnen einzeln, zeigten zwei Patientenfälle 
sowohl im Borderlinetumor als auch in den zugehörigen Implantaten keine 
Expression von p16 (Fallnr. 1 und 21). In 15 der Patientenfälle mit ovariellem 
Borderlinetumor war eine stark bis mäßige p16-Expression im Tumor zu 
beobachten. Vier dieser ovariellen Borderlinetumoren zeigten eine starke bis 
mäßige p16-Expression, jedoch nur eine schwache oder keine Expression von 
p16 in den zugehörigen Implantaten. In 16 der Patientenfälle mit extraovariellen 
Implantaten war in einem oder mehreren Implantaten eine stark bis mäßige 
Expression von p16 vorhanden. Sechs dieser Fälle zeigen zwar eine starke bis 
mäßige p16-Expression in den Implantaten, jedoch nicht im zugehörigen 
Borderlinetumor. In Tabelle 5 sind die kompletten Patientenfälle mit ihrem 
immunhistochemischen Ergebnis der einzelnen Präparate zusammengefasst. 
Tabelle 8 zeigt zudem das Ergebnis der Mutationsanalysen von KRAS und BRAF 
im Zusammenhang mit der Immunhistologie. 
 
P16-Expression nach IRS Proben Borderlinetumoren Proben Implantate 
   
Negativ 11 (25%) 14 (17,5%) 
   
Schwach positiv 9 (20,4%) 15 (18,75%) 
   
Mäßig positiv 12 (27,3%) 17 (21,25%) 
   
Stark positiv 12 (27,3%) 24 (30%) 
   
Nicht auswertbar 0 (0%) 10 (12,5%) 
Tab. 4: Ergebnisse der p16-Immunhistologie 
 
 
a b 
Ergebnisse 
31 
 
4.1.4 Übersichtstabelle der immunhistologischen Ergebnisse 
Tab.5: Immunhistologie; LMP=Borderlinetumor, n.a.=nicht auswertbar, - =negativ,  
(+)=schwach positiv, +=mäßig und stark positiv 
Fallnr. Art der Probe Probenzahl IRS p53 IRS p16 
1 Seröser LMP linkes Ovar 
1 Peritoneales Implantat 
1 
1 
- 
- 
- 
- 
2 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
4 peritoneale Implantate 
2 
2 
4 
-/(+) 
-/- 
2n.a/-/(+) 
(+)/- 
(+)/(+) 
-/+/+/(+) 
3 Seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
2 
- 
-/- 
- 
-/+ 
4 Serös/muzinöser LMP Ovar rechts 
1 Peritoneales Implantat 
1 
1 
- 
+ 
+ 
+ 
5 Seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
2 
+ 
(+)/(+) 
+ 
n.a./(+) 
6 Seröser LMP linkes Ovar 
4 peritoneale Implantate 
2 
4 
-/- 
-/3 n.a. 
+/+ 
(+)/-/2n.a 
7 Seröser LMP linkes Ovar 
2 periotneale Implantate 
1 
2 
- 
-/+ 
+ 
+/+ 
8 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
1 
2 
(+) 
- 
2n.a 
(+) 
- 
2n.a 
9 seröser LMP rechtes Ovar 
4 peritoneale Implantate 
2 
4 
-/(+) 
+/(+)/-/- 
+/+ 
+/+/+/+ 
10 seröser LMP linkes Ovar 2 (+)/(+) +/+ 
11 seröser LMP linkes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
2 
2 
-/+ 
(+)/- 
-/+ 
+/+ 
12 seröser LMP linkes Ovar 
3 peritoneale Implantate 
1 
3 
(+) 
-/-/- 
+ 
+/+/+ 
13 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
2 Implantate 
1 
1 
2 
- 
(+) 
n.a./+ 
- 
+ 
n.a./- 
14 seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
2 
- 
-/- 
- 
+/+ 
15 7 Implantate 7 4-/2(+)/+ n.a/3-/3+ 
16 seröser LMP Ovar 
2 peritoneale Implantate 
2 
2 
-/- 
-/- 
-/(+) 
-/+ 
17 seröser LMP rechtes Ovar 
1 peritoneales Implantat 
1 
1 
- 
(+) 
+ 
(+) 
18 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
1 
2 
- 
- 
-/- 
+ 
+ 
+/+ 
19 seröser LMP rechtes Ovar 
seröser LMP linkes Ovar 
3 peritoneale Implantate 
2 
2 
3 
+/(+) 
+/(+) 
(+)/-/- 
+/+ 
+/+ 
+/+/+ 
20 seröser LMP rechtes Ovar 
2 Implantate 
1 
2 
+ 
-/- 
+ 
+/+ 
21 seröser LMP linkes Ovar 
1 peritoneales Implantat 
1 
1 
(+) 
(+) 
- 
- 
22 seröser LMP rechtes Ovar 
6 peritoneale Implantate 
2 
6 
(+)/- 
5-/+ 
+/+ 
na/-/(+)/3+ 
23 seröser LMP linkes Ovar 
6 peritoneale Implantate 
2 
6 
-/- 
3n.a./ 3- 
-/(+) 
na/(+)/3+ 
24 seröser LMP linkes Ovar 2 +/+ +/+ 
25 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
2 
2 
-/- 
-/- 
(+)/(+) 
-/(+) 
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zugehörigen Implantaten, wobei sich die Mutationsfolge jeweils entsprach. In 
drei Fällen wies zwar der Tumor eine Mutation von KRAS auf, jedoch nicht die 
zugehörigen Implantate. In einem Fall fand sich eine KRAS-Mutation im 
Implantat, aber nicht im Tumor. In 12 Fällen zeigte sich weder im Tumor, noch in 
den zugehörigen Implantaten eine KRAS-Mutation. Hierzu siehe auch Abb. 4.5. 
     
In zwei Patientenfällen waren keine Implantate zum ovariellen Borderlinetumor 
vorhanden, in einem weiteren Fall war kein ovarieller Borderlinetumor jedoch 
zahlreiche peritoneale Implantate vorhanden. In keinem dieser drei Fälle (Fall 
10, 15 und 24) ergab sich eine Mutation von KRAS. In Tabelle 6 sind die 
Ergebnisse der KRAS-Mutationsanalysen zusammengefasst, die detektierten 
Mutationen von KRAS und die jeweilige Änderung der Basenfolge sind 
angegeben. 
Die Ergebnisse der Mutationsanalysen bezogen auf die einzelnen 124 
Gewebeproben, aufgeschlüsselt in Borderlinetumoren und Implantate, zeigt die 
folgende Abbildung 4.6. 
 
Abb. 4.6: Übersicht über Ergebnis der KRAS-Mutationsanalyse der 124 Gewebeproben 
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Tab. 6: Ergebnisse der KRAS-Mutationsanalysen; LMP=Borderlinetumor, Wt=Wildtyp 
Fallnr. Art der Probe Probenzahl KRAS-Mutation 
1 Seröser LMP linkes Ovar 
1 Peritoneales Implantat 
1 
1 
Wt 
Wt 
2 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
4 peritoneale Implantate 
2 
2 
4 
2 Wt 
2 Wt 
4 Wt 
3 Seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
2 
Wt 
2 Wt 
4 Serös/muzinöser LMP rechtes 
Ovar 
1 Peritoneales Implantat 
1 
1 
GGT->GAT 
GGT->GAT 
5 Seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
2 
Wt 
2 Wt 
6 Seröser LMP linkes Ovar 
4 peritoneale Implantate 
2 
4 
2 Wt 
4 Wt 
7 Seröser LMP linkes Ovar 
2 periotneale Implantate 
1 
2 
Wt 
2 Wt 
8 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
1 
2 
Wt 
Wt 
1 Wt; 1 GGT->GAT 
9 seröser LMP rechtes Ovar 
4 peritoneale Implantate 
2 
4 
2 GGT->GAT 
3 Wt; 1 GGT->GAT 
10 seröser LMP linkes Ovar 2 2 Wt 
11 seröser LMP linkes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
2 
2 
2 Wt 
2 Wt 
12 seröser LMP linkes Ovar 
3 peritoneale Implantate 
1 
3 
Wt 
3 Wt 
13 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
2 Implantate 
1 
1 
2 
Wt 
Wt 
2Wt 
14 seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
2 
Wt 
2 Wt 
15 7 Implantate 7 7 Wt 
16 seröser LMP Ovar 
2 peritoneale Implantate 
2 
2 
2 Wt 
2 Wt 
17 seröser LMP rechtes Ovar 
1 peritoneales Implantat 
1 
1 
GGT->GCT 
Wt 
18 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
1 
2 
Wt 
GGT->GTT 
1 Wt; 1 GGT->GTT 
19 seröser LMP rechtes Ovar 
seröser LMP linkes Ovar 
3 peritoneale Implantate 
2 
2 
3 
2 GGT->GCT 
2 GGT->GCT 
2 Wt; 1 GGT->GCT 
20 seröser LMP rechtes Ovar 
2 Implantate 
1 
2 
Wt 
2 Wt 
21 seröser LMP linkes Ovar 
1 peritoneales Implantat 
1 
1 
GGT->GTT 
Wt 
22 seröser LMP rechtes Ovar 
6 peritoneale Implantate 
2 
6 
2 GGT->GTT 
6 Wt 
23 seröser LMP linkes Ovar 
6 peritoneale Implantate 
2 
6 
2 GGT->GAT 
4 Wt; 2 GGT->GAT 
24 seröser LMP linkes Ovar 2 2 GGT->GTT 
25 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
19 Implantate 
2 
2 
19 
2 GGT->GTT 
1 Wt; 1 GGT->GTT 
7 Wt; 12 GGT->GTT 
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4.2.3 Ergebnisse der BRAF-Mutationsanalysen 
Von den 25 untersuchten Patientenfällen war in 22 Fällen ein ovarieller 
Borderlinetumor mit zugehörigen extraovariellen Implantaten vorhanden. Von 
diesen 22 Fällen ergab sich in acht Fällen eine Mutation im ovariellen Tumor und 
den zugehörigen Implantaten. In vier Fällen fand sich zwar eine Mutation von 
BRAF in den Implantaten, jedoch nicht im Borderlinetumor. In drei Fällen zeigte 
der ovarielle Borderlinetumor eine BRAF-Mutation nicht aber die Implantate. 
Sieben Fälle besaßen weder im Tumor noch in den Implantaten eine Mutation 
von BRAF. Hierzu siehe auch Abbildung 4.7. 
In zwei Patientenfällen waren keine Implantate zum ovariellen Borderlinetumor 
vorhanden, in einem weiteren Fall war kein ovarieller Borderlinetumor jedoch 
zahlreiche peritoneale Implantate vorhanden. In keinem dieser drei Fälle (Fall 
10, 15 und 24) zeigte sich eine Mutation von BRAF. In Tabelle 7 sind die 
Ergebnisse der BRAF-Mutationsanalysen der einzelnen Fälle aufgeführt. 
Das Ergebnis der Mutationsanalysen, bezogen auf die insgesamt untersuchten 
Gewebeproben veranschaulicht die Abbildung 4.8. 
     
         
Abb. 4.8: Übersicht über Ergebnis der BRAF-Mutationsanalyse der Gewebeproben von  
 Borderlinetumoren und peritonealen Implantaten 
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Tab. 7: Ergebnisse der BRAF-Mutationsanalysen der einzelnen Patientinnen; 
LMP=Borderlinetumor, Wt=Wildtyp 
Fallnr. Art der Probe Probenzahl BRAF-Mutation 
1 Seröser LMP linkes Ovar 
1 Peritoneales Implantat 
1 
1 
Wt 
Wt 
2 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
4 peritoneale Implantate 
2 
2 
4 
1 Wt; 1 GTG->GAG 
2 GTG->GAG 
3 Wt; 1 GTG->GAG 
3 Seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
2 
Wt 
2 Wt 
4 Serös/muzinöser LMP rechtes Ovar 
1 Peritoneales Implantat 
1 
1 
Wt 
GTG->GAG 
5 Seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
2 
GTG->GAG 
2 Wt 
6 Seröser LMP linkes Ovar 
4 peritoneale Implantate 
2 
4 
2 Wt 
4 Wt 
7 Seröser LMP linkes Ovar 
2 periotneale Implantate 
1 
2 
GTG->GAG 
2 Wt 
8 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
1 
2 
GTG->GAG 
GTG->GAG 
2 Wt 
9 seröser LMP rechtes Ovar 
4 peritoneale Implantate 
2 
4 
2Wt 
4 Wt 
10 seröser LMP linkes Ovar 2 2 Wt 
11 seröser LMP linkes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
2 
2 
1 Wt; 1 GTG->GAG 
1 Wt, 1 GTG->GAG 
12 seröser LMP linkes Ovar 
3 peritoneale Implantate 
1 
3 
Wt 
3 Wt 
13 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
2 Implantate 
1 
1 
2 
Wt 
Wt 
2 Wt 
14 seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
2 
GTG->GAG 
1 Wt; 1 GTG->GAG 
15 7 Implantate 7 7 Wt 
16 seröser LMP Ovar 
2 peritoneale Implantate 
2 
2 
2 GTG->GAG 
1 Wt; 1 GTG->GAG 
17 seröser LMP rechtes Ovar 
1 peritoneales Implantat 
1 
1 
GTG->GAG 
GTG->GAG 
18 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
2 peritoneale Implantate 
1 
1 
2 
GTG->GAG 
Wt 
2 GTG->GAG 
19 seröser LMP rechtes Ovar 
seröser LMP linkes Ovar 
3 peritoneale Implantate 
2 
2 
3 
2 GTG->GAG 
2 GTG->GAG 
3 GTG->GAG 
20 seröser LMP rechtes Ovar 
2 Implantate 
1 
2 
Wt 
2 GTG->GAG 
21 seröser LMP linkes Ovar 
1 peritoneales Implantat 
1 
1 
Wt 
GTG->GAG 
22 seröser LMP rechtes Ovar 
6 peritoneale Implantate 
2 
6 
2Wt 
6 Wt 
23 seröser LMP linkes Ovar 
6 peritoneale Implantate 
2 
6 
2 Wt 
5 Wt; 1 GTG->GAG 
24 seröser LMP linkes Ovar 2 2 Wt 
25 seröser LMP linkes Ovar 
seröser LMP rechtes Ovar 
19 Implantate 
2 
2 
19 
1 Wt; 1 GTG->GAG 
2 Wt 
17 Wt; 2 GTG->GAG 
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4.3 Korrelation von KRAS- und BRAF-Mutationen und der 
Immunhistologie 
Laut Literatur schließen sich KRAS- und BRAF-Mutationen gegenseitig aus, was 
bedeutet, dass eine Gewebeprobe nur eine der beiden Mutationen aufweist. 
In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 25 Fälle untersucht, wobei sich in 
18 Fällen, was 72% entspricht, eine Mutation detektieren ließ. 
Eine Mutation im Borderlinetumor zeigte sich in 17 Fällen. Von diesen 17 Fällen 
schlossen sich die Mutationen von KRAS und BRAF in 14 gegenseitig aus, dies 
entspricht 82,3%. Lediglich drei Fälle zeigten beide der untersuchten Mutationen 
im selben Tumor (Fall 17, 19 und 25). 
Von den insgesamt 80 untersuchten Implantaten zeigten 32 eine Mutation von 
KRAS oder BRAF, davon schlossen sich in 28 Implantaten die Mutationen 
gegenseitig aus, was 87,5% entspricht. Vier der untersuchten Implantate zeigten 
sowohl eine Mutation von KRAS als auch von BRAF (Fall Nr. 4, 18, 19 und 25) in 
derselben Probe. 
Desweiteren wiesen einige Fälle unterschiedliche Mutationen im ovariellen 
Borderlinetumor und den zugehörigen Implantaten auf. Dies bedeutet, dass z.B. 
im Borderlinetumor eine KRAS-Mutation gefunden wurde, die zugehörigen 
Implantate aber sowohl eine Mutation von KRAS als auch von BRAF aufwiesen. 
Solche heterogenen Ergebnisse der Mutationsanalysen sind insgesamt in acht 
Fällen zu beobachten (Fall Nr. 4, 8, 17, 18, 20, 21, 23, 25). 
Zur Veranschaulichung der Korrelation von KRAS- und BRAF-Mutation siehe 
Tabelle 8. 
Bezüglich der Korrelation zwischen den Ergebnissen der Mutationsanalysen und 
der immunhistochemischen Expression von p16 ließen sich folgende 
Beobachtungen machen: Ein negatives Ergebnis der p16-Immunhistologie 
vergesellschaftet mit einer Mutation von KRAS oder BRAF fand sich bei den 
Implantaten in 5 Patientenfällen (Fallnr. 2, 8, 16, 21 und 25). Zwei 
Borderlinetumoren (Fallnr. 14 und 21) besaßen eine KRAS- oder BRAF-Mutation 
ohne das sich eine Expression von p16 zeigte. In weiteren neun Patientenfällen 
zeigte eine der untersuchten Gewebeproben des Borderlinetumors ein negatives 
Ergebnis der p16-Immunhistologie, jedoch ergab sich hier in keinem dieser Fälle 
eine Mutation von KRAS oder BRAF. In acht Patientenfällen ergab sich in den 
extraovariellen Implantaten eine starke bis mäßige Expression von p16 und 
zudem eine KRAS oder BRAF-Mutation (Fallnr. 4, 9, 11, 18, 19, 20, 23 und 25). 
Neun Patientenfälle wiesen im Borderlinetumor sowohl eine KRAS- oder BRAF-
Mutation als auch eine stark bis mäßige Expression von p16 auf (Fallnr. 5, 7, 9, 
11, 17, 18, 19, 22 und 24). Die p53-Immunhistologie ergab in vier Fällen eine 
p53-Expression des Borderlinetumors (Fallnr. 5, 19, 20 und 24) wobei die 
Expression nur in einem Fall stark positiv (Fallnr. 24) und in den anderen dreien 
mäßig positiv mit einem niedrigen Remmelescore. In einem Fall (Fallnr. 4) fand 
sich eine p53-Expression des Implantats. Von diesen fünf genannten 
Patientenfällen zeigten vier eine gleichzeitige p53-Expression zusammen mit 
einer Mutation von KRAS oder BRAF (siehe Tabelle 8). 
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Tab. 8: Zusammenstellung der gesamten Untersuchungsergebnisse 
 Ovar  Implantate 
 
Fall 
Nr. 
 
Histologie 
 
KRAS/ 
BRAF 
Immun- 
histologie 
p53 
Immun- 
histologie 
p16 
 
Histologie& 
Anzahl 
 
KRAS/ 
BRAF 
Immun- 
histologie 
p53 
Immun- 
histologie 
p16 
1 serös wt negativ negativ 1 
noninvasives      
wt negativ negativ 
2 serös 
bilateral 
BRAF + 
bds. 
negativ schwach 
positiv 
4 
noninvasive 
1 
BRAF+ 
negativ negativ 
3 serös  wt negativ negativ 2 
noninvasive 
wt negativ mäßig 
positiv 
4 serös& 
muzinös 
KRAS + negativ mäßig 
positiv 
1 
noninvasives        
KRAS/ 
BRAF+ 
stark 
positiv 
stark 
positiv 
5 serös BRAF +  mäßig 
positiv 
stark 
positiv 
2 
noninvasive 
wt schwach 
positiv 
schwach 
positiv 
6 serös wt negativ mäßig 
positiv 
4 
noninvasive 
wt negativ schwach 
positiv 
7 serös BRAF +  negativ stark 
positiv 
2 
noninvasive 
wt schwach 
positiv 
mäßig 
positiv 
8 serös 
bilateral 
BRAF + 
bds. 
schwach 
positiv 
schwach 
positiv 
2 
noninvasive 
1 
KRAS+ 
negativ negativ 
9 serös KRAS + negativ stark 
positiv 
4 
noninvasive 
1 
KRAS+ 
negativ stark 
positiv 
10 serös wt schwach 
positiv 
mäßig 
positiv 
/ / / / 
11 serös BRAF + negativ stark 
positiv 
2 
noninvasive 
1 
BRAF+ 
negativ stark 
positiv 
12 serös wt schwach 
positiv 
mäßig 
positiv 
3 
noninvasive 
wt negativ stark 
positiv 
13 serös 
bilateral 
wt 
bds. 
schwach 
positiv 
schwach 
positiv 
2 
noninvasive 
wt schwach 
positiv 
negativ 
14 serös  BRAF + negativ negativ 2 
noninvasive 
1 
BRAF+ 
negativ mäßig 
positiv 
15 serös / / / 7 
noninvasive 
wt schwach 
positiv 
mäßig 
positiv 
16 serös BRAF + negativ schwach 
positiv 
 2 
noninvasive 
1 
BRAF+ 
negativ negativ 
17 serös KRAS/
BRAF+ 
negativ stark 
positiv 
1 
noninvasives        
BRAF + schwach 
positiv 
schwach 
positiv 
18  
serös 
bilateral 
rechts 
KRAS + 
 
 
negativ 
 
mäßig 
positiv 
 
2 
noninvasive 
1 
KRAS/ 
BRAF + 
negativ stark 
positiv 
links 
BRAF + 
1 
BRAF+ 
negativ mäßig 
positiv 
19  
serös 
bilateral 
 
KRAS/
BRAF+ 
 
mäßig 
positiv 
 
stark 
positiv 
 
3 
noninvasive 
1 
KRAS/ 
BRAF + 
schwach 
positiv 
stark 
positiv 
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bds. 2 BRAF 
+ 
negativ stark 
positiv 
20 serös wt mäßig 
positiv 
stark 
positiv 
2 
noninvasive 
2 BRAF 
+ 
negativ stark 
positiv 
21 serös KRAS + schwach 
positiv 
negativ 1 
noninvasives        
BRAF + schwach 
positiv 
negativ 
22 serös KRAS + schwach 
positiv 
mäßig 
positiv 
6 
noninvasive 
wt negativ mäßig 
positiv 
23  
serös 
 
KRAS + 
 
negativ 
 
schwach 
positiv 
 
6 
noninvasive 
1 
BRAF+ 
 
negativ 
 
mäßig 
positiv 2 
KRAS+ 
24 serös KRAS + stark 
positiv 
stark 
positiv 
/ / / / 
25  
 
serös 
bilateral 
links 
KRAS/
BRAF+ 
negativ schwach 
positiv 
 
 
19 
noninvasive 
11 
KRAS+ 
negativ mäßig 
positiv 
links 
KRAS + 
negativ schwach 
positiv 
1 
BRAF+ 
negativ stark 
positiv 
rechts 
KRAS + 
negativ schwach 
positiv 
1 
KRAS/ 
BRAF + 
negativ negativ 
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5 Diskussion 
Borderlinetumoren nehmen rein histologisch eine Stellung zwischen den 
gutartigen Zystadenomen und den Karzinomen ein. Von den Oberflächenepithel-
Stromatumoren, welche zwei Drittel der Ovarialtumoren ausmachen, entfallen 
15-20% auf Borderlinetumoren (Faluyi 2010). 
Bei Ovarialtumoren vom Borderlinetyp zeigt sich eine atypische Proliferation des 
Epithels im gegensatz zu gutartigen Tumoren, jedoch ist in keinem Fall eine 
destruktive Invasion des Stromas nachzuweisen (Prat 2009). Obwohl ovarielle 
Borderlinetumoren keine Invasivität zeigen, kommen bei 30 bis 40% der 
Patientinnen sogenannte extraovarielle peritoneale Implantate vor. 
Auf welchem Weg diese extraovariellen Implantate entstehen ist nach wie vor 
nicht genau geklärt. Die Datenlage zu Untersuchungen von ovariellen 
Borderlinetumoren und zugehörigen extraovariellen Implantaten der gleichen 
Patientin ist dazu bislang gering. Aus bisherigen Studien ergeben sich vor allem 
zwei Theorien zur Entstehung der extraovariellen Implantate, zum einen die der 
„metastasenartigen“, zum anderen die der eigenständigen, vom ovariellen Tumor 
unabhängigen Entstehung im Peritoneum selbst. Letztere basiert auf der 
Tatsache, dass das extraovarielle Mesothel des Peritoneums das Potential besitzt 
epitheliale Läsionen zu generieren (Remmele 1997). Das Auftreten von non-
invasiven Implantaten ist insgesamt häufiger als das von Invasiven (Hart 2005). 
Generell sind extraovarielle Implantate eines Borderlinetumors mit einer 
erhöhten Rezidivrate, entweder in Form eines erneuten Borderlinetumors oder 
Karzinoms, und einer geringeren 5-Jahres-Überlebensrate der betroffenen 
Patientin verbunden (Longacre 2005; Silva 2006). Intention der vorliegenden 
Arbeit war es eine möglichst große Gruppe von Patientinnen mit ovariellem 
Borderlinetumor und zugehörigen extraovariellen Implantaten, sowohl 
immunhistochemisch als auch molekularbiologisch zu analysieren. 
Eine Mutation des Tumorsuppressorgens p53 zählt zu den häufigsten genetischen 
Ereignissen bei Karzinomen des Ovars, und kommt in ca. 50 bis 80% der Fälle 
vor (Vang 2009). Für ovarielle Borderlinetumoren ist dagegen das Fehlen einer 
p53-Mutation charakteristisch (Wong 2010; Singer 2005). Der Nachweis einer 
Mutation von p53 kann mittels Immunhistochemie oder Mutationsanalyse 
erfolgen. Eine Immunhistochemische Untersuchung ist kostengünstig und 
automatisiert durchzuführen, die visuelle Auswertung lässt sich rasch erlernen. 
Die Korrelation beider Nachweismethoden wurde von Chan et al. (Chan 2000) als 
nicht ausreichend beschrieben, da sich bei 37% der immunhistochemisch p53-
positiven Präparate keine Mutation von p53 in der Mutationsanalyse ergab. 
Umgekehrt betrachtet waren 29% der Präparate welche analytisch eine p53-
Mutation zeigten immunhistochemisch negativ. Aus der Arbeit von Vang et al. 
(Vang 2009) geht hervor, dass obwohl die Korrelation zwischen 
immunhistochemischer Expression und des Mutationsstatus des 
Tumorsuppressorgens p53 suboptimal ist, lässt sich anhand der 
Immunhistochemie eindeutig zwischen den sog. „low-grade“ und „high-grade“ 
Tumoren des Ovars unterscheiden. Diese Aussage basiert auf der Studie von 
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O´Neill et al. (O´Neill 2005), in welcher sich in der Immunhistochemie ein 
signifikanter Unterschied zwischen schlecht und gut differenzierten 
Ovarialkarzinomen bezüglich des Expressionsverhaltens von p53 ergab. Hierbei 
zeigten die schlecht differenzierten Tumoren eine wesentlich höhere p53-
Expression, als die gut differenzierten. Ähnlich den gut differenzierten 
Ovarialkarzinomen zeigen Ovarialtumoren vom Borderlinetyp generell selten eine 
Mutation des Tumorsuppressorgens p53, was eine einheitliche Entstehungslinie 
vermuten lässt (Kurman 2010; Singer 2005). In der vorliegenden Arbeit ergab 
sich erwartungsgemäß für die meisten der untersuchten Borderlinetumoren und 
deren Implantate keine p53-Mutation. Wenige einzelne Präparate, darunter 
sowohl Borderlinetumoren als auch extraovarielle Implantate, zeigten jedoch 
eine stark positive Expression für p53 in der Immunhistochemie. In zwei 
Patientenfällen sind neben der p53-Mutation eine KRAS-Mutation bei einem 
Borderlinetumor und eine Mutation von KRAS und BRAF eines peritonealen 
Implantats zu beobachten (siehe Tabelle 7). Dies könnte auch technische 
Ursachen haben, laut Vang et al. (Vang 2009) ist die Immunhistochemie alleine 
nicht ausreichend, um eine Mutation von p53 gesichert zu detektieren. Zur 
genauen Bestimmung des Status der Mutation dieser Präparate, sollten 
Mutationsanalysen mittels Sequenzierung erfolgen, dies ist jedoch an unserem 
Institut nicht etabliert. Es muss hier jedoch auch erwähnt werden, dass 
Borderlinetumoren zwar selten eine Mutation von p53 aufweisen, so bedeutet 
dies jedoch nicht, dass p53 im Falle eines Borderlinetumors nie mutiert ist. Die 
Studie von Giordano et al. (Giordano 2008) zeigte in 2 von 13 
immunhistochemisch untersuchten Borderlinetumoren eine Expression von p53, 
wie in der vorgelegten Arbeit wurden keine weiteren Mutationsanalysen 
durchgeführt. Chan et al. (Chan 2000) beobachteten in 5 von 27 
immunhistochemisch untersuchten Borderlinetumoren die Expression von p53. 
Ebenso wurde in der Arbeit von Chan et al. die Mutation von p53 bei 19 
Borderlinetumoren mittels Sequenzierung analysiert, hier ergab sich in einem 
Tumor eine p53-Mutation. Die Ergebnisse der immunhistochemischen 
Untersuchung des Tumorsuppressorgens p53 der vorgelegten Arbeit, schließen 
sich der Aussage an, dass eine p53-Mutation bei ovariellen Borderlinetumoren 
selten vorkommt (Kurman 2010; Prat 2009). 
 
Desweiteren zählt der Funktionsverlust des Zellzyklusinhibitors p16 zu den 
häufigsten Ereignissen bei malignen Tumoren des Menschen (Konecny 2011). Die 
Gynäkopathologie betreffend ist p16 vor allem als Indikator einer HPV-Infektion 
(Humanes Papillomavirus) vom hoch-Risiko-Typ bekannt (McCluggage 2009). In 
Bezug auf das Ovar wurde der Marker bislang noch nicht extensiv untersucht, die 
Studien von O´Neill et al. und Vang et al. (O´Neill 2007; Vang 2009) zeigen eine 
vermehrte Expression von p16 bei schlecht differenzierten Ovarialkarzinomen. 
Die durch den Funktionsverlust von p16 herbeigeführte Dysregulation des CDK4-
Cyclin D/p16-Rb-Signalwegs ist nach Konecny et al. (Konecny 2011) bei über 
40% der Ovarialkarzinome vorhanden, was die Inhibition der CDK4/6 als eine 
neue vielversprechende Strategie zur Therapie dieser Erkrankung erscheinen 
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lässt. In Bezug auf bösartige Neubildungen der Gebärmutter und der Zervix, gibt 
es bereits mehrere Untersuchungen, welche sich mit der immunhistochemischen 
Expression von p16 beschäftigen. In einer retrospektiven Analyse von Hakverdi 
et al. (Hakverdi 2011), mit Patientinnen welche entweder die Diagnose eines 
Leiomyosarkoms, Leiomyoms oder ein unauffälliges Myometrium der 
Gebärmutter hatten, zeigte sich besonders bei den Leiomyosarkomen eine starke 
immunhistochemische Expression von p16. Die untersuchten Leiomyome wiesen 
eine schwache oder fokale p16-Expression, das normale Myometrium keine 
Expression von p16 auf. Dies lässt die Aussage zu, dass p16 durchaus als ein 
nützlicher immunhistochemischer Marker gesehen werden kann, der bei der 
Diagnostik eines bösartigen Tumors hilfreich ist (Hakverdi 2011). Gestützt wird 
diese Hypothese desweiteren durch Huang et al. (Huang 2011), die in ihrer 
Arbeit eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von p16 und dem 
Auftreten von Lymphknotenmetastasen bei bestehendem Zervixkarzinom 
aufzeigen. Zudem ergab sich bei den Fällen mit starker p16-Expression ein 
geringeres Überleben als wenn nur eine geringe oder keine Expression von p16 
vorhanden war. Der Zellzyklusinhibitor wird demnach als wichtiger prädiktiver 
Faktor der Lymphknotenmetastasierung und Prognosefaktor bei Patientinnen mit 
Zervixkarzinom gesehen (Huang 2011). 
Bezüglich der Expression von p16 in ovariellen Borderlinetumoren finden sich in 
der Literatur unterschiedliche Aussagen. Sui et al. (Sui 2000) wiesen in 13 von 
23 untersuchten Borderlinetumoren eine Expression p16 nach. Armes et al. 
(Armes 2005) fanden hingegen in keinem der 10 untersuchten 
Borderlinetumoren eine Expression von p16. Die Diskrepanz der Ergebnisse 
bezüglich der p16-Expression in ovariellen Tumoren scheint unter anderem durch 
den Einsatz von unterschiedlichen Antikörpern in der Immunhistochemie bedingt 
zu sein (Khouja 2007). 
O´Neill et al. (O´Neill 2007) fanden immunhistochemisch in 5 von 18 serösen 
Borderlinetumoren eine starke Expression von p16, ähnliche Zahlen ergaben sich 
für die „low-grade“ Ovarialkarzinome. Dagegen ergab sich im Falle der „high-
grade“ Ovarialkarzinome eine wesentlich häufigere p16-Expression, was 
wiederum den Unterschied der zugrunde liegenden Pathogenese von 
Borderlinetumoren, Ovarialkarzinomen mit niedrigem Differenzierungsgrad und 
solchen mit hohem Differenzierungsgrad bestätigt. So kann die 
Immunhistochemie von p16, im Falle der schwierigen Histologie eines 
Ovarialtumors, bei der Diagnostik hilfreich sein (Vang 2009). Giordano et al. 
(Giordano 2008) analysierten in ihrer Studie mittels Immunhistochemie 
insgesamt 73 epitheliale Ovarialtumoren auf eine Expression von p16, von 
welchen 52 Ovarialkarzinome und 21 Borderlinetumoren waren. Die Einteilung 
des immunhistochemischen Färbeergebnisses erfolgte nach starker Reaktion und 
fokaler Reaktion. Eine p16-Expression fand sich demnach in 12 der 
Borderlinetumoren, was dem Ergebnis der vorgelegten Arbeit in etwa gleicht, die 
untersuchten Ovarialkarzinome zeigten in deutlich mehr Fällen eine Expression 
von p16. Bezüglich der p16-Expression in ovariellen Borderlinetumoren ergibt 
sich in der Studie von Giordano et al. (Giordano 2008) kein Unterschied zu der in 
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malignen Tumoren, eine starke Expression von p16 war signifikant mit einer 
schlechteren Prognose assoziiert. 
In der vorgelegten Arbeit fand sich in 15 Fällen der 24 untersuchten 
Borderlinetumoren eine mäßig bis starke Expression von p16. Insgesamt zeigte 
sich in 41 der 80 untersuchten extraovariellen Implantate eine mäßig bis starke 
Expression von p16, diese fanden sich in 16 der 23 Patientenfälle mit 
zugehörigen Implantaten. Die immunhistologischen Ergebnisse von 
Borderlinetumor und den zugehörigen Implantaten einer Patientin deckten sich in 
den meisten Fällen, was bedeutet wenn der Tumor eine p16-Expression zeigte 
fand sich diese ebenfalls in den Implantaten. In einzelnen Fällen kam es jedoch 
vor, dass zwar ein Implantat eine Expression von p16 aufwies nicht jedoch der 
Tumor (s. Tab.5 Fallnr. 2, 3, 14, 16, 23 und 25). Das Ergebnis der vorgelegten 
Arbeit die ovariellen Borderlinetumoren betreffend ist mit der aktuellen Literatur 
vereinbar. Eine vergleichende Arbeit in welcher ebenfalls extraovarielle 
Implantate eines Borderlinetumors bezüglich p16 immunhistochemisch 
untersucht wurden liegt leider nicht vor. 
Ein Funktionsverlust von p16 geht mit einem negativen Ergebnis der 
immunhistochemischen Untersuchung einher (Montebugnoli 2010). In der 
vorgelegten Arbeit zeigte sich in elf der 25 Patientenfälle eine untersuchte 
Borderlinetumorprobe mit fehlender p16-Expression, jedoch nur in zwei Fällen 
konnte eine Mutation von BRAF oder KRAS nachgewiesen werden (s. Tab.8 
Fallnr. 14 und 21). 14 der insgesamt 80 untersuchten Implantate zeigten ein 
negatives immunhistochemisches Ergebnis der Expression von p16. Fünf dieser 
14 p16-negativen Implantate besaßen zusätzlich eine Mutation von KRAS oder 
BRAF. Die Betrachtung des Expressionsverhaltens von p16 und des 
Mutationsstatus von KRAS und BRAF ist insofern von Bedeutung, da 
beispielsweise Robinson et al. (Robinson 2010) in ihrer experimentellen Arbeit 
bei Mäusen welche bereits eine BRAF-Mutation trugen, die Entstehung von 
Gliomen getriggert durch den Funktionsverlust von p16 nachweisen konnten. 
Daraus lässt sich vermuten, dass sobald p16 seine Funktion als 
Zellzyklusinhibitor verliert, eine wesentliche Barriere einbricht welche bis dahin 
verhindert hat, dass aus einem Borderlinetumor eventuell tatsächlich ein 
Karzinom entsteht. Es mehren sich zudem die Aussagen in der Literatur, dass 
zumindest ein Teil der Ovarialkarzinome aus Borderlinetumoren hervorgehen, 
also eine „Adenom-Borderline-Karzinom-Sequenz“ ähnlich z.B. dem 
Kolonkarzinom. Die Ergebnisse der Untersuchung von Kriegl et al. (Kriegl 2011) 
lassen darauf schließen, dass in Polypen und Adenomen des Dickdarmes welche 
eine BRAF-Mutation und eine verstärkte p16-Expression aufweisen, diese 
Onkogene als nützlicher Marker für die Induktion der Seneszenz des 
Entwicklungsweges zum Karzinom dienen. Der Verlust der Expression von p16 
geschieht während der malignen Transformation der Zellen und wird durch 
weitere molekularbiologische Vorgänge bedingt. 
 
In der Literatur wird die Aktivierung der RAS-RAF-Kaskade durch eine Mutation 
von KRAS oder BRAF, als ein häufiges Ereignis der Tumorentwicklung bei 
Diskussion 
44 
 
zahlreichen Neoplasien des Menschen beschrieben (Vakiani 2011). Einige 
molekulargenetische Untersuchungen zeigen, dass Borderlinetumoren und 
konventionelle Ovarialkarzinome jeweils einen separaten Weg der Pathogenese 
besitzen. Ovarielle Borderlinetumoren präsentieren häufig eine Mutation von 
KRAS oder BRAF, dagegen kommen diese selten in schlecht differenzierten 
Ovarialkarzinomen vor (Prat 2009). Man unterscheidet deswegen vor allem zwei 
Wege der ovariellen Tumorgenese, wobei KRAS- und BRAF-Mutationen besonders 
bei der Entwicklung von Borderlinetumoren und Ovarialkarzinomen mit niedrigem 
Differenzierungsgrad eine Rolle spielen (Bell DA 2005). Bei zwei Drittel der 
Borderlinetumoren und der „low-grade“ Ovarialkarzinome ist entweder das 
Kodon 12 oder 13 des KRAS-Gens, oder das Kodon 600 des BRAF-Gens mutiert 
(Shih 2005). Zu den Implantaten, welche im Zusammenhang mit ovariellen 
Borderlinetumoren vorkommen können, gibt es bislang nur wenige 
molekularbiologische Untersuchungen, wobei vermutlich in erster Linie der 
Materialmangel aufgrund der geringen Größe und Anzahl dieser Implantate eine 
maßgebliche Rolle spielt. In der vorgelegten Arbeit war es die Absicht möglichst 
viele Borderlinetumoren mit vorhandenen peritonealen Implantaten auf die 
Mutationen von KRAS und BRAF zu analysieren. Von den 25 untersuchten 
Borderlinetumoren ergab sich in 9 Fällen (36%) eine Mutation von KRAS wovon 6 
Fälle KRAS-positive Implantate besaßen. Alvarez et al. (Alvarez 2001) 
untersuchten 6 Borderlinetumoren mit zugehörigen Müller´schen 
Inklusionszysten. Von 6 Tumoren zeigten 3 eine KRAS-Mutation, wobei zwei 
dieselbe Mutation in der zugehörigen Inklusionszyste aufwiesen. In der Studie 
von Diebold et al. (Diebold 2003) wurden 10 ovarielle Borderlinetumoren anhand 
mehrerer Gewebeproben desselben Tumors untersucht, bei 6 dieser Tumoren 
waren extrovarielle Implantate verfügbar. Acht der Borderlinetumoren waren 
KRAS-positiv, 4 dieser Tumoren zeigten eine identische Mutation in den 
zugehörigen Implantaten. Mayr et al. (Mayr 2006) analysierten in ihrer Studie 
neben anderen Karzinomen 18 seröse Borderlinetumoren, davon 5 mit 
extraovariellen Implantaten. Zusätzlich wurden zwei Fälle in welchen 
ausschließlich Implantate vorhanden waren mit untersucht. Die 
Borderlinetumoren zeigten in 4 Fällen (22,22%) eine KRAS-Mutation und in 5 
Fällen (31,25%) eine BRAF-Mutation, in keinem der untersuchten Implantate 
ergab sich eine Mutation. Diebold et al. (Diebold 2003) fanden in einem Fall ein 
KRAS-positives Implantat ohne das Auftreten der gleichen Mutation im 
Borderlinetumor. In der vorgelegten Arbeit fand sich in einem Fall (Fallnr.8) ein 
KRAS-positives Implantat, der ovarielle Borderlinetumor war dagegen KRAS-
negativ und zeigte eine BRAF-Mutation in beiden analysierten Gewebeproben 
(s.Tab.5 und 6).  
Eine BRAF-Mutation des Borderlinetumors wurde in der vorgelegten Arbeit in 11 
Fällen (44%) detektiert, 8 Fälle zeigten ebenfalls eine Mutation von BRAF in ihren 
extraovariellen Implantaten. Sieben et al. (Sieben 2004) konnten von 89 
untersuchten serösen Borderlinetumoren in 33 Fällen (37%) eine BRAF-Mutation 
sichern, 26 Fälle (29,21%) zeigten eine KRAS-Mutation. Wong et al. (Wong 
2010) detektierten bei einer Gruppe von 30 serösen Borderlinetumoren in 9 
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Fällen (30%) eine BRAF-Mutation, und eine Mutation von KRAS in 5 Fällen 
(17%). In ihrer neueren Arbeit untersuchten Sieben et al. (Sieben et al 2006) 10 
Fälle mit ovariellem Borderlinetumor und zugehörigen extraovariellen 
Implantaten, wobei 4 Fälle eine KRAS-Mutation und 2 Fälle eine BRAF-Mutation 
aufwiesen, die detektierten Mutationen fanden sich sowohl im Tumor als auch 
den Implantaten. In unserer Arbeit fanden sich in der BRAF-Mutationsanalyse 4 
Fälle, welche BRAF-positive Implantate aufwiesen, jedoch keine BRAF-Mutation 
im Tumor (Fall Nr. 4, 20, 21 und 23). Bei Fall Nr. 4 handelt es sich um einen 
gemischten Borderlinetumor vom serös-muzinösen Typ welcher KRAS-positiv ist 
und ein Implantat mit sowohl KRAS- als auch BRAF-Mutation besitzt. In den 
anderen genannten drei Fällen handelt es sich um ovarielle Borderlinetumoren 
vom serösen Typ und weisen im Fall Nr. 20 die Wildtypform von KRAS und BRAF 
auf, Fall Nr. 21 und 23 präsentieren Borderlinetumoren mit KRAS-Mutation. 
Derart heterogene Ergebnisse finden sich in keiner vorangegangenen Arbeit. Aus 
der Literatur ist zu entnehmen, dass sich KRAS- und BRAF-Mutationen 
gegenseitig ausschließen (Stefanius 2010). In der vorgelegten Arbeit schlossen 
sich die Mutationen bei den analysierten Proben der Borderlinetumoren in 82,3% 
gegenseitig aus. In drei Fällen (Fall Nr. 17, 19 und 25) kamen beide Mutationen 
in derselben Gewebeprobe eines Tumors vor. In der Mutationsanalyse der 
Implantate schlossen sich die Mutationen in 87,5% gegenseitig aus, vier 
Implantate aus vier Fällen (Fall Nr. 4, 18, 19 und 25) zeigten eine gleichzeitige 
Mutation von KRAS und BRAF. Die im ovariellen Primärtumor detektierte 
Mutationsfolge entsprach der Mutationsfolge in den Implantaten. Über das 
gemeinsame Auftreten der beiden Mutationen berichteten Pollock et al. (Pollock 
2002) im Rahmen von Mutationsanalysen an einer großen Reihe von Hautnävi. 
Hier zeigten drei Proben sowohl eine NRAS- als auch BRAF-Mutation. 
Desweiteren beschrieben Sieben et al. (Sieben 2004) das überraschende 
Ergebnis der gemeinsamen KRAS/BRAF-Mutation in zwei Borderlinetumoren als 
eine mögliche Koexistenz in denselben neoplastischen Zellen, jedoch kann die 
Möglichkeit nicht ausgeschlossen werden, dass die Mutationen in zwei 
verschiedenen neoplastischen Klonen des gleichen Tumors präsent waren. In der 
vorgelegten Arbeit zeigte sich das Vorkommen von KRAS- und BRAF-Mutation in 
manchen Borderlinetumoren gleichzeitig, nur in einer der Gewebeproben (Fall 
Nr.19) waren sämtliche Proben des ovariellen Borderlinetumors KRAS/BRAF 
positiv, was ein zufälliges Ergebnis weniger wahrscheinlich werden lässt. Zudem 
wiesen doch einige Implantate ebenfalls eine gemeinsame Mutation von KRAS 
und BRAF auf, wobei die geringe Größe dieser Strukturen und die damit geringe 
verfügbare Zellzahl, eine Koexistenz von neoplastischen Klonen als wenig 
wahrscheinlich erscheinen lässt. 
Die Mutationen von KRAS und BRAF wurden am Kolonkarzinom ausgiebig 
untersucht. Man ging bisher davon aus, dass Metastasen eines Tumors mit 
positivem Mutationsstatus ebenfalls eine Mutation aufweisen. In Studien welche 
auch Metastasen des Kolonkarzinoms auf diese Mutationen analysierten, wurden 
Fälle mit einer KRAS- oder BRAF-Mutation des Primärtumors, ohne dass diese in 
den Metastasen auftraten beschrieben (Giannini 2007; Italiano 2010; Baldus 
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2010). Eine Ursache für diese Diskonkordanz zwischen Primärtumor und dessen 
Metastasen kann zum einen eine fehlerhafte Sequenzierung aufgrund eines 
inkorrekten Standards des Cyclers sein. Zum anderen könnte dieser Umstand für 
ein Neuauftreten der Mutation während des Metastasierungsvorganges sprechen 
(Giannini 2007). Baldus et al. (Baldus 2010) untersuchten 100 Kolonkarzinome 
mit Metastasen. Wenn sich keine Mutation im Primärtumor aber in den 
Metastasen fand, wurden erneut Schnitte aus anderen Regionen des 
Primärtumors analysiert. In einigen Tumoren konnte daraufhin eine Mutation 
nachgewiesen werden, woraus sich die Theorie ergibt, dass die Metastase diesem 
Tumorareal entstammt und die Mutation während oder durch die Metastasierung 
entstand. Weiterhin könnte bei der Bildung von Metastasen eine klonale 
Selektion stattfinden, weshalb sich diese dann in ihrem Mutationsstatus 
unterscheiden (Baldus 2010). Dies bringt uns zu dem Schluss, dass bei 
denjenigen Fällen der vorgelegten Arbeit in welchen sich der Mutationsstatus von 
Borderlinetumor und zugehörigen Implantaten unterscheidet, eine 
Mutationsanalyse an weiteren Schnitten des ovariellen Primärtumors hilfreich 
sein könnte. 
Nach Betrachtung der Ergebnisse ist davon auszugehen, dass für die Entstehung 
der extraovariellen peritonealen Implantate im Zusammenhang mit ovariellen 
Borderlinetumoren eine Mutation von KRAS oder BRAF nicht obligat ist. Zudem 
lässt sich keine der Entstehungstheorien zu den Implantaten bestätigen, wobei 
die Detektion der gleichen Mutation des Borderlinetumors in einigen der 
zugehörigen extraovariellen Implantate auf eine „metastasenartige“ Natur 
hinweist. Da sich jedoch keine einheitlichen Ergebnisse darstellen ließen, ist zu 
vermuten, dass offenbar andere nach wie vor unbekannte genetische Ereignisse 
eine Rolle spielen, welche die Entstehung von Implantaten initialisieren. 
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6 Zusammenfassung 
Borderlinetumoren des Ovars nehmen rein histomorphologisch eine Stellung 
zwischen den gutartigen Zystadenomen und den Karzinomen ein. Sie zählen zu 
den Oberflächenepithel-Stromatumoren des Ovars, welche 90% der bösartigen 
Ovarialneoplasien in der westlichen Welt und zwei Drittel der Ovarialtumoren 
überhaupt ausmachen (Prat 2009). Von diesen Oberflächenepithel-
Stromatumoren entfallen 15-20% auf ovarielle Borderlinetumoren (Faluyi 2010), 
welche in etwa einem Drittel der Fälle in beiden Ovarien auftreten, kein invasives 
Wachstum zeigen und im Vergleich zu den Karzinomen eine wesentlich bessere 
Prognose besitzen (Prat 2009). Trotz der fehlenden Invasivität kommen bei ca. 
30-40% der Patientinnen mit einem ovariellen Borderlinetumor zudem 
extraovarielle Läsionen in Form von sogenannten Implantaten vor, welche in 83-
96% der Fälle histologisch vom non-invasiven Typ sind (Hart 2005). Das 
Vorhandensein von extraovariellen Implantaten wirkt sich auf das Tumorstadium 
und auch auf die Prognose einer Patientin aus. Im Zusammenhang mit 
Implantaten sind Rezidive in Form von Karzinomen oder erneuten 
Borderlinetumoren des Ovars möglich (Silva 2006). Der genaue Entstehungsweg 
der Implantate ist unklar. Es existiert zum einen die Theorie der 
„metastasenartigen“ Entstehung, nach welcher die Implantate kleine 
Tochtergeschwülste des Borderlinetumors sind (Sieben 2006; Moore 2000). Zum 
anderen gibt es die Theorie der multifokalen Genese der Implantate im 
Peritoneum, wonach diese eher unabhängige Herde einer primären peritonealen 
Neoplasie sind (Gu 2001; Smith Shedev 2003). Ebenso wird jedoch eine 
Koexistenz der beiden oben genannten Entstehungswege nicht ausgeschlossen 
(Diebold 2003). 
Für Borderlinetumoren des Ovars ist das Fehlen der, für das klassische 
Ovarialkarzinom typischen, Mutation des p53 Tumorsuppressorgens 
charakteristisch (Wong 2010; Prat 2009). Desweiteren zeichnen sich ovarielle 
Tumoren vom Borderlinetyp durch das häufige Vorkommen der Mutationen von 
KRAS und BRAF aus (Kurman 2010). Die Aussagen zum Verhalten von p16, 
dessen Funktionsverlust und die damit einhergehende Dysregulation des 
Zellzyklus zu den häufigsten Ereignissen bei bösartigen Tumoren zählt (Konecny 
2011), sind ovarielle Borderlinetumoren betreffend relativ unterschiedlich. 
Eindeutig ist jedoch, dass bei einer immunhistochemische Untersuchung von p16 
in malignen Ovarialtumoren häufiger eine Expression von p16 nachzuweisen ist, 
als in Borderlinetumoren (Vang 2009). Die Datenlage zu molekularbiologischen 
Untersuchungen an ovariellen Borderlinetumoren und zugehörigen 
extraovariellen Implantaten ist bislang eher gering, was maßgeblich durch den 
Materialmangel aufgrund der meist geringen Größe der Implantate bedingt ist. 
Ziel der Arbeit war es an einem größeren Kollektiv KRAS- und BRAF-
Mutationsanalysen jeweils am ovarielllen Borderlinetumor und den zugehörigen 
extraovariellen Implantaten durchzuführen und desweiteren das 
Expressionsverhalten der Tumorsuppressorgene p53 und p16 zu untersuchen. 
Hierzu wurden 124 Gewebeproben von insgesamt 25 Patientinnen untersucht, 
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von welchen 22 Patientinnen einen ovariellen Borderlinetumor und zugehörige 
Implantate besaßen. In zwei Fällen lag nur ein ovarieller Borderlinetumor ohne 
Implantate vor, ein Fall wies zahlreiche Implantate jedoch keinen ovariellen 
Primärtumor auf. Die Implantate waren in allen Fällen vom non-invasiven Typ. 
Zunächst wurden die immunhistochemischen Untersuchungen zur Frage einer 
p53- und p16-Expression an neuangefertigten Schnittpräparaten der 
Gewebeproben durchgeführt. Anschließend erfolgte an ebenfalls neuen 
Schnittpräparaten die Mikrodissektion der Tumor- und Implantatzellen zur 
Extraktion der DNA, welche nach abgelaufener PCR mittels der Technik der 
Pyrosequenzierung diagnostisch auf eine Mutation von KRAS und BRAF 
untersucht wurde. Eine Expression von p53 ließ sich nur bei vier Patientenfällen 
in einer der untersuchten Gewebeproben des Borderlinetumors nachweisen, 
wobei einer dieser Fälle eine Mutation von BRAF, ein Fall eine Mutation von KRAS 
und ein Fall mit bilateralem Borderlinetumor auf jeder Seite sowohl eine Mutation 
von KRAS als auch BRAF in der gleichen Probe zeigte. Im Falle der Implantate 
fand sich in sechs Patientenfällen eine p53-Expression, nur in einem Fall zeigte 
ein Implantat eine gelichzeitige KRAS- und BRAF-Mutation.  In mehr Fällen 
konnte eine p16-Expression nachgewiesen werden: in 15 Fällen wies der 
Borderlinetumor und in 16 Fällen die Implantate eine stark bis mäßige Expression 
von p16 auf. Eine fehlende p16-Expression wurde bei 11 Patientenfällen in 
zumindest einer Borderlinetumor-Gewebeprobe beobachtet, drei dieser Fälle 
zeigten eine Mutation von BRAF und zwei eine Mutation von KRAS. Insgesamt 
waren 14 der untersuchten Implantate p16 negativ, diese Implantate fanden sich 
in 10 Patientenfällen. Bei drei der p16-negativen Implantate wurde zusätzlich 
eine BRAF-Mutation detektiert, ein Implantat besaß eine KRAS-Mutation und 
eines der Implantate zeigte eine gleichzeitige Mutation von KRAS und BRAF. Die 
KRAS-Mutationsanalysen ergaben von den 22 Fällen mit ovariellem 
Borderlinetumor und zugehörigen Implantaten in sechs Fällen eine KRAS-
Mutation, von gleicher Mutationsfolge, im Tumor und den Implantaten, in drei 
Fällen fand sich zwar im Borderlinetumor eine KRAS-Mutation, nicht jedoch in 
den Implantaten. Ein Fall zeigte eine KRAS-Mutation im Implantat aber nicht im 
Tumor. Bei 12 Fällen war weder beim Tumor noch den Implantaten eine KRAS-
Mutation nachzuweisen. Bezüglich der BRAF-Mutationsanalysen ergab sich von 
den 22 Fällen mit Borderlinetumor und Implantaten in acht Fällen eine Mutation 
von BRAF im Tumor und den Implantaten. Vier Fälle zeigten eine BRAF-Mutation 
in den Implantaten, nicht jedoch im Tumor und drei Fälle wiesen die BRAF-
Mutation im Borderlinetumor aber nicht in den Implantaten auf. In 18 der 25 
untersuchten Fälle wurde eine Mutation entweder im ovariellen Tumor, oder den 
Implantaten detektiert. Bei den Borderlinetumoren schlossen sich die Mutationen 
von KRAS und BRAF in 82,3% der Fälle gegenseitig aus, drei Patientenfälle 
zeigten die Mutation in derselben Tumorprobe. Bei den Implantaten schlossen 
sich die beiden Mutationen in 87,5% der Fälle gegenseitig aus, vier Implantate 
wiesen sowohl eine Mutation von KRAS als auch BRAF auf. 
Aus den genannten Ergebnissen geht wie in vorangegangenen Studien hervor, 
dass bei Borderlinetumoren in der Regel keine Mutation des p53-
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Tumorsuppressorgens zu beobachten ist. Im Falle von p16 fiel auf, dass bei 
Vorliegen einer KRAS- oder BRAF-Mutation, gleichzeitig eine mäßig bis starke 
p16-Expression im Tumor nachzuweisen ist. In den Patientenfällen in welchen die 
Mutationsanalysen von KRAS oder BRAF Wildtyp ergaben, fiel die p16 
Immunhistologie negativ bis schwach aus. Dies lässt den Schluss zu, dass p16 
vor allem bei einer bereits vorliegenden Mutation als wichtige Barriere vor der 
malignen Transformation fungiert. Die Detektion der gleichen Mutation des 
Borderlinetumors in einigen der zugehörigen Implantate weist zumindest 
teilweise auf eine „metastasenartige“ Entstehung dieser extraovariellen Läsionen 
hin. Unter dem Gesichtspunkt, dass Metastasen einzelnen Regionen des 
Primärtumors entstammen, wären weitere Mutationsanalysen an Gewebeproben 
aus anderen Regionen bei denjenigen Borderlinetumoren welche eine andere 
oder keine Mutation im Gegensatz zu den Implantaten aufweisen, 
aufschlussreich. Das Vorkommen einer Mutation von KRAS oder BRAF ist zwar 
durchaus typisch für Borderlinetumoren, jedoch für deren Entstehung 
offensichtlich nicht obligat. Es spielen hierbei offenbar andere unbekannte 
genetische Ereignisse eine Rolle.  
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